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Las I I I  i tocondr ias, opgano idcs prcscn tcs  cn todos 
-1 os organ i slrlos cicrob ios, t icnen un papcl c r  lt i co para 
,:rk~ aprovccha~niento 40 l a  energfa en 1.s rcacc iones tic 
x ido-reducc i6n. 
_.I 
En una s i t u a c i 6 n  p a t o l d g i c a  corno l a  d iabetes  so 
produccn calllb i o s  en lnCll t ipl  es aspectos del lnetabol i s -  
tno ce l u 1 a r  y ill gunos de estos cainb ios  i nvo l ucran a 
l a s  a c t i v i d a d c s  mi tocondr ia les .  
Se menc ionardn a cont  inuac i6n  1 os conoc i m  isrrtos 
d ispon ib les  que descr iben l a s  consecuencias de la hi -  
per  o h ipo insul  inetn i a  sobre 1 a o s t r u c t u r a  y e l  meta- 
bol  ismo rnitocondr i a l  en d iversos  t e j  idos, p r i n c i p a l -  
rnente sobre aqucl 10s temas que serdn o b j e t o  del pre- 
sente estud io.  
t 
I 
CAPITULO I I 
a) A1 terac tones metab61 i.c,as en l a diabetes 
interprctaci6n clasica, por la altersci6n del metebol ismo 
de 10s hidratos de capbono, que dstermina el sfntome prima- 
rio de la hiperglucemia. Con el aporte de innumerebles in- 
vest igac ioncs centradas en el tema, se revel aron modif ica- 
ciones del metabol ismo l ipldico y proteico (~rahl, 1974). 
tstos disturbios fueron atribwfdos primeramente a la insu- . *  
f iciencia de insul ina frente a 10s requerimientos del orga- 
nism~, pero mBs adelante se hizo evidente que no er) la Cini- 
ca hormona responsabl e de I a enfermedad. GI ucagon, aomato- 
mona t iroidea inducen el estado diab6t ico en el b b r e  y 
en c iertos an imal es; l a som9tostet ina  h ipotal dm ice, factor 
inhibidor de la l iberaci6n de hormona de crecimienlo y ti- 
rotrof i na, por otra parte, depr i m e  1 a 1 i berac i6n psncreBt i- 
ca s imul tdneamente de i nsul ina y gl ucagon, const ituyando 
un el emento i n1;eresante pars I a terep i a de l a d isbabs del 
adu 1 to (Maugh, 1975). 
la presencia intracelufar de 6sta, como es el caso de Ias 
I ' hormonas esteroides, sino que sct6a sobre receptorqs de membrana con cierto grado de especificidad y afinidad, que 
I inician las interacciones biol6gicaa. E l  mecanismo molecu- 
I lar de la acci6n insul lnica no est6 suficientemente aclare- do, se acepta que la hornrona actda sobre la mernbrana plas- 
:I mat ica e incrementa l a entrade de gl ucosa, ciertos amino6- 
I Esta pr imera acci6n sobre el transporte no invol ucra 
'I 
h. 
hormona estimula l a  act iv iaad de enrimas I igadas s l a  metlt- 
brana para l a  l iberacidn ds wn segundo mensajero y 6ste . I transmite l a  aoiial quo in f luyo en ot ros procesos enrim6ti-  
I + cos.Se ha seAalado a l  GMP c t c l  ico o e l  ion K como posibles 
I - ,  mensajeros i ntracel u l  ares ( ~ a r s ,  1976). Podemos enumerar a1 wnos de 10s mds irnportantes cambios 
quo ocurren en l a d ia te ts r  me1 l i t ua  sobre e l  motsbol ismo de: 
I )  Glbcidos: La elevacidn de l a  glucemia se presenta en l a  
L .  
d i abetes como consecuenc i a de un dobl e mocan i smo : a) d i sm inu- 
c i6n de l a  entrada de glucoae a l os  t e j  idos insul ino-depen- 
dientes, principalmonte 10s t e j  idos adiposo y mureuler. Es- , 
t a  disminucidn imp1 ica menor u t i l  izaci6n ce lu la r  $r. l a  glu- 
m cosa en las  v las oxidativas, y disminuci6n de l a  slntesis de 
gl  uc6geno; b) mayor I i berac i6n hepdt i ca de .gl ucoaa a ! a c i rcu- 
l ac i6n por i nducci6n hormonal 'de l a enr ima g l  ucom-6fosfata- 
sa. E l  hfgado acelera l a  ~ l u ~ d ~ e n o l  i s i s  y estimut+ 1% gluco- 
I neog6nes i s u t  i l i zando l a cadena carbonada de l os amino8eidos 
l i berados por proteo l i s  is. 
2) Llpidos: E l  nive l  de los  dcidos grasos circulantms en e l  
plasma del diabet ico supera al de individuos normrles, y est  
hecho ae aatocia a l a  dirminueidn de l a  ac t i v idad an t t I . ipo l l -  
t i c a  de l a  insul ina. La I iberaci6n de bcidos grams por e l  
t e j i d o  adiposo depende del balance entre las  vfas an$a&ni- 
cas de l ipol i s i s  y rees te~ i f i cac i6n .  En l a  movil izacibn de 
10s t r i g 1  icbridos interviene l a  enrima l ipasa ad i po l l t i ca  
sensible a l a acci6n de nuwerosas hormonas que l a  act ivan, 
como g l ucagon y g l ucocort i co i A s  que sue l en encontrsrse anor- 
malmente elevados en l a  diabetes. La reester i f icaci6n ds 10s 
dcidos grasos del adipocito, dapendiente del me tab l  ismo de . 
l a  glucosa, estd res t r ing ida  en un organismo con d6fi.ci.t de 
insul ina. En e l  htgado, 10s dcidos grasos de cadens karga 
t ienen un papel especial en f a  regulacidn de su propia sln- 
t e s i s :  cuando su concentra '6n are eleva se inhibe l a  sfnte- 
1. ;ld s i s y s i n u l t d n e a m e n t e q e m s t i a u l a  l a v l a o x i d a t i v a q u e  I !  
va a l a formacidn de cant idades importantes de acet i 1-CoA. 
I 3) Cuerpos cet6n i cos: En c i rcunstanc ias normal es, e l  ocet i l- 
. ' 
. CoA t iene var ios  c a m i n ~ r  a l t e rna t  ivos, de acuerdo a1 estadc 
energdticode l a  c&lu la:  euando este es bajo t i ende  a oxidar-  
se en e l  c i c l o  del 4cido c l t r i c o ,  y cn e l  caso opueato, a l a  
formaci6n dc dcidos g rew8  pare su r o a ~ r v o r i o  como t r i g 1  icb- 
r idos;  en una proporci6n menor const i tuye 0 1  sust ra to  para 
- l a  s l n t e s i s  de co les tero l  y eusrpos cet6nicos. En e l  orga- 
nismo d iabet ic0  disminuye e l  accsso de ocetil-CoA a l  c i c l o  
del Bcido c l t r i c o ,  ba ja  l a  ac t i v i ded  de l a  c i t r e t o  s in tasa  
debido a l  a l t o  tenor  de dcidos grasos y en consecuencia se 
exal t a  l a s tn tes i s de acetoaceteto y betah i drox ib& i ra to ,  
que sobrepasan l a capac i dad de l os t e  j i dos extrskap8t i cos 
para catabol i ra r los .  
4) Prote fnas: Hay un c a r s c t e r l s t  i do ba l ance n i trownsdo ne- 
gat i vo  en e l  diab6t ico, como consecuencia de l a  dirminucidn 
de l a  s f n t e s i s  p ro te ica  y un elevado catabolismo. Debe des- 
tacarse l a  ausencia o d~isminuci6n de c i e r t a s  enzimap, "cl  a- 
ves" que i nvo l ucra l a w d u l  ac i6n genet i ca que e jarse f a in-  
su l  ina. La est imulaci6n de l a  s f n t e s i s  p ro te i ca  por insul  i- 
na se produce independientemente de su e fec to  sobre. la  cap- 
t ac i 6n  ce lu l a r  dc aminodcidos, y cont ro la  pasos de Is a c t i -  
vaci6n de 10s amino6cidos, l a  t raducci6n y t r a n s c ~ i p c i d n  
del mater ia l  nuclear. 
. P a ~ t e  de 10s des6rdenss enunciados se l o c a l i z r n  den- 
, *  t r o  de l a s  mitocondrias, donde convergen l as vlas del ca- a 
tabol  ismo f ina l  y e l  i n i c i o  de v f a s  anab6l icas we u t i l  i- 
zan l a energ l a  l i b e ~ a d a  por 1 as enter iores. 
I) U l  t racs t ruc tura :  Por medio de I e microscoplo eloc- 
t r 6 n i c a  so cvidcnciaron a l toracionos morfol6gicas y do u l -  
t r aes t ruc tu ra  asoc i ados a cambios func ional cs qua ae produ- 
con en l as mitocondrias BiabBt icas. Iiarano y col.  (1969) y 
Harano y co l .  (1972) observaron quo en e l  t e j i d o  hapBtico 
de r a tas  diabdt icas aumentd e l  ndmero y tamafio de sus mito- 
condrias. La ultramicroscopfa de l a s  rnitocondrioa e is ladas 
rove l6  formas olargadas que sc ceracter izan por  tener  ma- 
yor f r a g i l i d a d  (ver  tambi6n Hal l  y co1.,1960; Matsubara y 
Tochino, 1969); estas modif iceciones fueron rever t idas  por  
c l  t ratamiento insul rn ico de 10s onirnalos. 
,' 
2) Compos i c i6n: Las manbranas m i tocondr i sf c. satbn  t o r -  
madas por b icapas l i p  ld i cas  compuestas p r  i n c i p e l m n t e  por  
fosfat i d i  l c o l  ina, fosfst idi letanolamina, f o s f a t i d i l  i n o s i t o l  
y card io l  i p i na  con prote lnas ac t ives  en fntima asociacidn 
con l os I l p  idos como requ is  i t o  para su estado funcional . Las 
membranas i nterna y e x t e ~ n e  di f ieren qu r m  i camente $anto en 
sus pro te lnas como I l p  idoa, y ambos componentes satdin suje- 
t o s  a l a regul aci6n hopmonal . 
Todas I as a l teracionas en l a  mitocondria de animales 
d iab6t i cos estdn estrechamente re1 acionados con l a var i a c i 6n  
es t ruc tu ra l  de l a  membrane, Boveris y col  . (1969) esociaron 
l a  depresi6n en l a  velocided r e s p i r a t o r i a  de m i t smndr i as  
de ra tes  pancreatectosi zadaa con un aumento de l a  ubiqu ;noa 
na, en t a n t o  e l  contenido del citocromo no se m d i f i c 6 .  
Lerner y col . (1972) determinapon e l  contenido de 10s p ig -  
nentos r e s p i r a t o r i o s *  e l  espectro d i f e r snc ia l  de !as mito- 
condr ias  de hlgado de ra tas  con t ra tamiento  aloxbnico nos- 
t r aba  e l  p i co  de 605 nm mrrespondiente a 10s citocromo e 
Y a3 mds deprimido que e l  de 10s animales t e s t i g o s j  es ta  
disminuci6n era m4s pronunciada en ra tas  con cetweis pero 
suscept i b l  e de correcci#n con t ratamiento i nsul lnicoj en 
l a s  mitocondrias c a r d f e i w  eren idhnt icos 10s espectros de : . 
diabet icos y normales. E l l o s  suponen que estas a l te rac iones I 
r e f  l e j an  cambios es t ruc tu ra l  es de l a membrana, pmducto  del I 
metabol i smo anormal dc sos componentes FosFol i p l d i  cos, on 
p a r t  i cu l ar  l os dc i dos greaos; en l as ra tas  d i abet i cas encontri  
disrninufdo el porcentaja de Scido araquid6nico y 8c i -  
os pol  i insaturados t o t a l a s  mientras aumenta e l  de Bcido - 
palml t ico .  Estudios sirni tares de Vidal y co l .  (1977a) v ~ i -  
f i caron e l  d e f i c i t  de bci& araquid6nico en l a  miCqcondria - 1 
hepdt i ca de r a t  as i nyedadas con estreptozotoc i ne acornpa- I 
AoJo en cs to  caso dcl aulnento de (bcido f i no l  e ice. 
.- 1 
3) Func i 6n resp i r a t o r  i 6 Muchos i nvest i ga&~se  afr i bu- 
yeron a I a i nsul ina at guns acci4n sobre I a generaeibn de 
r .  
un iones f os fa to  de a l  t a  energ fa. Comenzaron estudiando e l  
recarnbio de f o r f e t o  i n o r ~ d n i c o  marcado o de reacciones d e - p  
pendientes de ATP en d i s t i n t o s  t e j i & s  de animal** d i ab6 t i -  
cos para pasap l uego a sistemas mas simples, por  ajsmplo 
mitocondrias aisladas, papa amtlar l a s  i n t e r a c c i ~ n e s  con 'I 
o t ras  reacciones cel u l  ares que eonsumen ATP. Para meal a r  .; 
l a s  par t i cu la r idades  del e fec to  de l a  diabetes en distin- 
t o s  t e j i d o s  se detallan separademente 10s estudios referi- 
dos a l as mitocondr i as hepat i ces  y de mbscul o. I 
i E l  h lgado es e l  t s j  i do "4s afedado  dado su popel en I 
l a  regulac i6n del netabol iamo, y se encontreron deficien- 
c i as en e l  consumo de oxfgono y en l a a d  iv i dad f o e f o r  i l an- 
- 
t e  med i da como r e  l ac i6n ADP/O en l as m i tocondr i as de gatos , 
pancreatectorni redos (Hal 1 y co1 . ,1960; Vester y Stadi  e, I 
1957) y de ra tas  t ra tadss  con aloxano ( ~ a r a n o  y co l .  1969; 
Hapano y col . 1972; Hal l y col . 1960; Matsubara y Tochino 
1969; Lerner y col . 1972); l a  r t s p i r a c i 6 n  mi tocondr ia l  se 
bilac" ans desawpl ada ' 1 a fasi aha en -7 . tn  
ox idat iva .  La insul  ina f ierfablecib 10s valores normales, 
t an to  en experiencias i n  v i vo  " (Hal l  y c o l -  1960;Matsu- 
bara y Tochino 1969; Lerner y col  ,' 1972; Vester y Stadie 
1957) o " i n  v i t r o "  ( ~ a l  I y col.  1960) 
SchBfer y Nagel (196%) inyectaron insul  ina  a animales 
no d i a t 0 t  icos, en cuyo caoo comprobaron e l  ofocto contra- 
r i o  al ostado diabbt ico, oon incramento del consumo do ox l -  
geno y contro l  resp i ra to r io ,  s i n  que se hubiera a l te rado l a  
re l ac i6n  ADP/O. 
- , E l  i ncremento del n i ve l  de dc i  dos grasos de u d a n a  
I 
la rga en e l  plasma e hlgado de r s t a  diabetics indues l a  
r ,  q 
aceleracidn de l a  r e s p i ~ a c i b n  de l a s  mitocondrias hepdti- 
cas; Harano y col . ( 1969 y 1972) indicaron que fub  de 90% 
e l  aumento del consumo de oxlgeno cuando .I as mitooandr iaer 
se incubaron con palmitato,&mo resul tado de l a  aocidn de- 
sacop l ante de I os 4c i dos grssos ( ~ a t s u b a r a  y Tochino, 1969; 
Lerner y col . 1972) ; e l  e h c t o  es r e v e r t  i do por  !a pre- 
-... 
sencia de albfimina en les incubaciones. 
Resultados opuastos a 10s que se acaban de d e s c r i b i r  
fueron pub1 icados por  Parks y col .  (1955),en expepioncias 
con ra tas  que se sac r i f i ca ron  despu6s do un m e s  ds inyec- 
t a r  a l  oxano , i ndicaron que l as mitocondr i as hep4kictes te- 
nran consumos da oxlgeno y re1 acibn ADP/O normal- duran- 
t e  l a ox i  dacidn do una ser i e  de sustratos.  Tomandm en con- 
s ideraci6n estos CI t imos .dates se p l  anteaba 1 a du& a;. e l  
estado do 10s an imal es y 10s efectos  secundar ios  e l a in-  
ducci6n de l a  diabetes da lugar a l a s  de f i c ienc ias  respi- 
r a t o r i a s  detectadas en algunos Isbbrator ios .  Boverio y col .  
( 1969) u t  i l i zaron ra tas  pancreatectom i zadas para sv i tar 1 os 
efectos co l atera l  es de los d i  abetdgenos y comprobaron que 
1 as m i tocondr i as hep& i car conswm lan ox f geno a vel oc i dad 
25% menor qua 10s contro les durante l a oxidacidn de d ive r -  
sos sustratos,.y e l  d e f i c i t  r e s p i r a t o r i o  era mBa notable 
con 3-h id rox i  but  i r a t 0  ,I kgsndo a l  50%; l a amp1 i t u d  del efec- 
t o  observado era para le la  aI desarro l lo  de l a  diabetes. , 
En l as  mitocondrias de mGsculo esquel6t ico incubadas 
con var ios metabol i tos & I  c i c l o  del Bcido c l t r i c o  no se 
11896 a detectar var iac ien s i g n i p i c a t i v a  del consumo de oxr- 
aeno ,control r esp i ra to r  i o  e fnd ice P:O ent re  ratam d i  ab6t i - 
GUS y t e s t  i 90s (Dow, 1967; Favol ukes y col . 1973). La act  i- 
l lv i  dad ATPds i ca dc osas m i tocondr i as tampoco parece afectada. 
:rim Los ensayos con homogcnetos de t c j  i do cardlaco demos- 
t r a r o n  qua preparaciones obtsnidas dc ra tas  inyoctedas con ' 
aloxano ten lan  mcnor volooidad f o s f o r i l a n t e  que auo corros- 
pondi entes t e s t  i 90s (tlaugesrd y Haugaard, 1964). 
4) Act i v i  dades enzimbt i cas: Dentro do l a descr ipc i6n 
global de modif icaciones del mktabol ismo en e l  diabet ico,  
se menc ionaron a l  gunas produci das defectos de enzimas 
de local  izaci6n mi tocondr ia l ,  y a cont inuaci6n se anal iza- 
rdn aquel las a l tera+iones ralacionadas con l a  vetoeidad del 
c i c l o  del dcido c l t r i c o ,  resp i rac ibn  y f o s f o r i l a c i 6 n  mito- 
condr ia l  y s l n t e s i s  de cuerpos cet6nicos. 
Schafer y NSgel (1968) midieron l a  a d i v i d a d  de enzi-  
mas hepdt i cas de ra tas  i nyedadas con insul ina, n&ando e l  
aumento de a d  iv i  dad a1 fag1 icerofosfato desh i droganasa, HBD, 
succi nato desh i drogenasa, ma1 ato desh idrogenasa, el utamato 
desh i drogenasa, i soci t r a t o  desh i drogenasa (dependiente de 
NAD y de NADP) y aspartato Crensaminasa para1 e l  amente con 
e l  aumento de l a  capacidad r e s p i r a t o r i a  de l a s  mitocondrias 
i ntactas que ya hab 1 emos descr ip to.  
En ra tas  con diabetes experimental se observd e l  efec- 
t o  inverso: enzimas que pa r t i c i pen  del c i c l o  t r i c a r b o x l l  i co  
como ma1 ato  desh i drosenass ( ~ r n a t r o n ~  y l anuzzo, 1976) y 
succi nato desh i drogenasa ( ~ a r l  y col . , 1976) d i  sm inuyen su 
capacidad cata l  lt ica. Sin embargo Harsno y c o l a  ( 1972) no 
%k 
detectaron d i fe renc ie  enla velocidad de I s s  reacciones cata- 
l i zadas por c i t r a t o  s i ntesa, acon itasa, i s o c i t r a t o  desh i dro- 
genasa (dependiente de NAD y NADP), a l  facetogl u ta ra to  desh i- 
drogenasa, succ i nato desh i drogenasa, fumarasa y mal a to  desh is- 
drogenasa, ent re  ra tas  con aloxano y sus t e s t  igos. 
La disminuci6n de l a  ac t i v i dad  citocromo oxidasa fu6 
comprobada por Lorncr y co la  (1972) on l a  f racci6n mitocon- 
d r i a l  do hfgado dc ra tas  con aloxano, a 3 y 5 dras de l a  do- 
s i s  diabet6gena. La ac t i v idad  H6D hepat ica fu6 determinada 
en perros pancreatoctom i zados por Rol dan y c o l a  ( 1  971 ), co- 
mo continuacidn de sus propias obeerva~ionss de l a  depresldn 
de l a resp i rac i6n  m i tocondr i a l  con ese sustrato, y comproba-' 
. . 
ron que l a  ac t i v idad  enzirnbtica baj6 a l a  mi ted &e su va lo r  
normal a l  mismo tiempo qus e l  n i ve l  plasmetico de euerpos 
cet6nicos se t r i p l  icaba; l a  insul ina " i n  v iva"  tuvo efec to  
. . 
reparador t an to  sobre l a ace i v  i dad de l a desh i drownesa co- 
mo sobre l a  cetosis,  Vidsl y co l .  (1977a) midieron l a  a c t i -  
v idad de l a  misma enzirna con veslcules submitocondriales de 
hfgado de ra tas  inyectadas con estreptototoc ina,  en l a s  que 
encontraron une importante disminuci6n. La apoenzima ex t ra f -  
da de m i tocondr ias  diab6t icas y unida a una mezcts de fosfo-  
l l p i  dos de m i tocondr i as normales t e n  fa  una act  i v i dad  enzimb- 
t i c a  comparable a 10s normales (vide1 y col .  1977 b; 1978a). 
5) B ios  fntes i s  de proternas m i tocandr i ales: Ex i s te  un 
mecanismo de contro l  para l a  s f n t e s i s  coordinada de pol ip6p- 
t i d o s  en mitocondrias y citoplasma, a t raves  de proternas de 
cod i f icac idn nuclear y s f n t e s i s  en microsomas, con l a s  cua- 
l e s  se onsamblan 10s pept idos de l a  s f n t e s i s  mi tbcondr ia l  . 
Es amp1 iamente conocido que l a s f n t e s i s  de p ro te lnas  
en r i bosomas c i t op  l asmat i cos de t e  j i do hepet i co (P i l k i s  y 
Korner, 1971 ) y muscular (Wool y col . ,1968; Manehester y 
Young, 1960; Pain, 1973; Chain y Sender, 1973) de animales 
diab6t i cos se desarrol l a cmn menor vel  ocidad que I norma- - 
. E l  m6sculo cardfaco t i e ~ e  d i f e ren te  respuesta qus el esque- 
16tic0, no va r fa  l a  velosidad de incorporacidn de f e n i l a l a -  
14 
nina- C en experiencias con corazones porfundidos de ra tas  
a l  oxdn i cas (Rannel s y co1 . ,1970) o con estreptozotoci  na (Ra- 
nnels y c o l t  1970; Cl~a i n  y Sender, 1973). La incorporacidn 
" i n  v i t r o "  do1 sminodcido rad iac t i vo  u pol iribosomas dc 
mGscu l o card laco de ra tas  con estreptozotoc i na t w b  i bn es 
comparabl c n l a  de ra tas  normales (chain y Sonder, 1973). 
La  adic i6n de inaul ina a l  ntedio do pur fus ibn ost imul6 
l a  incorporaci6n de amino4cidoa a pro te fnas da carszones 
no diab4t icos (Wool y Manchester, 1962; Chain y Sender, 
1973) o d i  abet icos por eetreptozotoci  na, y e l  e fec to  es 
s i m  i 1 ar  en e l  s i stema de m6scul o esquel Ot i co ( ~ a n c h e s t e r  y 
Young, 1958; Wool y Krahl , 19'59). 
En estudios s imi la reg del sistoma mitocondr ia l ,  Fave- 
lukes y j c o l .  en 1973, y Mockel y Bea t t i e  en 1975, encontra- 
ron depr i rn i da l a i ncorporacidn ds am i noilc i dos marsados a 
l a s  mitocondrias in tac tas  de ra tes  d iabet icas  por  aloxano 
o estreptozotocina, en t an to  Ios  ensoyos con mitocondrias 
hepaticas no lograron detectar  c w b i o s  s i g n i f i c a t i v o s .  
c) Mdsculo cardlaco y diabetes 
La d ivers idad de l a s  e l teraciones que so praeentan en 
10s d i s t i n t o s  t e j i d o s  de animales diabOticos indican una 
capacidad p a r t i c u l a r  de cada 6rgano para adaptar ru  mete- 
bol ismo a ese estado. 
E l  metabol ism0 del miocerdio estB or ientado el  .cumpl i- 
miento de l a  funci6n de contraccidn muscular r f tmica,  y e l  
papel de l as mitocondr i as  cone productores de 1 au un iones 
de a l t a  energfa por l a  f o s f o r i l a c i 6 n  ox ida t i va  es c r l t i c o  
para este t e j i &  que t r a b s j a  en condiciones essncialmente,-c d 
aerobias. La cd lu l a  cardfaea cuenta para sa t i s f ace r  su de- 
manda energCt i ca con nuruerasaa n i tocondr i as que osupan has- 
1 1  - 
t a  e l  40% de su c i t o p l  asma, surcedas por  un importante n l -  
moro de crestas que l e  pepmiten responder instanttineamente 
a una sobrecarga con l a producci6n de ATP, pudiendo e l  evar 
l o  vclocidad dc consumo do oxfgeno a 5 voces su n i v o l  basal. 
E l  rnGscul o cardfaco cont iene pcqucRa cant idad de g l  u- 
c6geno en ca l idad de reserva y s61o para s i tuaciones de e- 
mergoncio. En e l  indiv iduo an reposo l a  glucose pepresen- 
t a  a l  rededor do1 20% del aporte de energfa; en c a w  da i s -  
auern i a  su ox i  daci6n no se compl e ta  y produce l acta to  y p i -  
ruvaco. rrabajando a r i tmo forzado por  e j e r c i c i o  intenso o 
I 
cn ayuno prolongado puede u t i l i z a r  una proporci6n oonsidc- 
r ab le  de sus propios t r i ~ l i c 6 r i d o s ,  para l o  cual c wnta  con 
ac t i v i dad  dc l ipopro te in l ipasa.  En condicioncs PO&-prandia- 
l es  e l  cociente r e s p i r a t o r i o  es 0.74 y se ca lcu la  que con- 
t r i buye  hasta 28% l a  g l  ucosa. 1 %  piruvato,  I 1 %  l actato, r 
776 cuerpos cet6nicos y 60% de Bcidos grasos (ver  pev is i6n 
de Campbel l y Hales, 1976). 
E l  recambio p r o t e i  co es mucho m8s act  i vo  que si de 
mbsculo esquef6tic0, siendo capaz de s i n t e t i x a r  nusvo t e -  
j i d o  can t rec t i  l f r en te  a un esfuerzo sostenido o un infar-  
. La captaci6n de gl ucosa en e l  corazbn perfundido de ra-  
. . 
t a  est5 inh ib ido por concent~aciones f i s i o l 6 g i c a s  de 8cidos 
Qrasos l i b r e s .  En anirnales diabdt icos, cuando l a  captacidn 
de g l  ucosa es def  ic iente ,  e l  coraxdn puede der i va r  m4s del 
95% de su energfa de 10s dcidos grasos l i b r e s  y cwrpos  ce- 
t6nicos. Los Bcidos gresos son u t i l i z a d o s  en proporc idn a 
su concentraci6n plasmdtica ya que no hay impedimentos para 
l a  entrada a l a  c6 lu l a  y l a  regulac i6n de su metabol ismo es- 
t S  dada primordialmente por  l a  velocidad de oxidaci6n del 
I 
acetil-CoA y del c i c l o  del dcido c f t r i c o .  
E l  cooiente rerrpircltorio del corardn diab4tico es in- 
f e r i o r  a l  normal, y ver l% sntre  0,54 y 0,73, valoree que 
definen a 10s l Fpidos coma combustibles principal- .  
Con l a  adminiatracidn rimuIt6na.a de glucose e insul ina 
en ayunas awnante l a  ceptaci6n de glucoea y 
en consocuencia e l  cociente r s r p i r a t o r i o  so uleva a l , 17  . 
OBJETlVO Y PtAN DE TRABAJO 
a : El objet ivo del prosente trabajo es veri f icar I a in- 
L'  f l uenc i a de l a d i abetes exper imental sobre l as m i tocondr i as 
. . 
' de corar6n de rata, y 1 a corresci6n de 1 as modif icacionea v- bny :que se observe* mcdiante l a  administraci6n de insul ina. gp: - 
r.. 
ae estudiardn las siguientes funciones caracterfsti- 
- 
- cas mitocondriales: v . .  
I ) Act i v i dad resp i rator i a con d if erentes sustratos, y 
3 
' - .  
-. 
acopl am iento de l a fosfor i l aci6n oxidat iva, medida por e l  
- - 
: . cons e oxlgeno, el control de la  reopiracidn y la ra- 
2) Act i v i dades enz im8t i cas de l a membrana i nterna. 
3) Niveles de 10s transportadores de electrones mito- 
condriales, medidos cuantitativamente por sus cornponentes 
I L 
. - 
,. espectrales. 
a; 4) Actividad de la slntesis proteica medida por l a  
. 4 . . 
T rvelocidad de incorporaci6n " i n  vitro" de leucina radiac- 
tiva a mitocondrias enteras. 
MATER IALES Y METODOS 
Se u t  i l i r a r o n  r a t a s  macho, cepa W i  l I isms deI I n s t i t u -  1 
t o  de Oulmica Bio l6g ica,  cuyo peso i n i c i a l  o s c i l a b a  e n t r e  
180 y .220 g .  Los animales' t e n l a n  I i b r e  acceso a agua y a l  i- 
mento comerciol Forremex o Purina, 
. I 
Para l a inducci6n de d iabetes se i nyec t6  gar v l a  en- . 3  
dovonosa una Gnica doe i s  de ea t rep tozo toc ina  de 65 mg/kg 
- 1 
dc peso, en sol uc i6n de e i t r a t o  0, I M 4 , 5 ) ,  'preparada 
en e l  momento y  u t i  l izada dentro de 10s 3 a 5 minutos. Se 
consideraron aptos pare los ensayos aque l los  enimsles cuya. . 
g l  ucern i a  superaba 10s 300 mg$, Las r a t e s  t e s t  i ~ l o  fueron  in- .: 
yectadas s imul t6neamente con l e sol  uc ibn  de c i t r a t o .  I 
E l  t r a tam ien to  i n s u l l n i c o  de animales d i - t i cos  o I  
t e s t  igos cons is t  i 6  en d o r i s  de 8 a 10 U por  d f a  de I nsu- 1 
l i na  NPH L i l l y  de l i berac i6n  len ta ,  po r  v l a  i n t r a p e r i t o -  I 
neal . 1 
METODOS ANAL I T  l COS 
I Determ inac idn de l e a1 ucemia: Se efec tu6  p o r  e l  m6todo 
de N ikk i l S y Hyv8r inen ( 1962) en muestras de sengre e x t r a l -  
das de l a  c o l a  con e l  egregado de c r i s t a l e s  ds. FNa como I 
ant  i coagul ante. Se l eyQ l a absorbanc i a a 625 .nm con t ra  u 
t e s t  i go de g l  ucosa de 100 me$. 
2 - Determinaci6n de p r ~ t e l n a s :  Se a p l i c 6  e l  procedimien- 
t o  r a p  i do de Jacobs y col  . ( 1956) agregando desox i col  a t o  
de' sodio a l a  suspensidn de p r o t e l n a s  de l a  f r a c c i 6 n  m i -  
t ocondr ia l  en concentreci6n f i n a l  del 0,2%. Se ley6  l a  ab- 
sorbanc i a a 540 nm con t ra  t e s t  i gos de a l  bbmi na. 
C 
'.'ue consumo del oxlgeno sn una suspensi4n de mitocondrias 
1Cl ' 1  1 
, rn I. 
r 
enteras, durante l a  oxidaoibn ds un sust ra to  que se i n d i c  
I 
oportunamente, rnedi ante e l  uso de un pol ardgrsfo G i l son 
~ M o d i c a l  E l cc t ron i c  Oxigraph model K con e-lectrada do oxl- 
geno Clark dotado de movimiento v i b r a t o r i o  para acelerar  
e l  equ i l  i b r i o  dsl oxlgeno con e l  electrode. Se l l e n d  l a  
celda po larogrd f ica  con 1,9 mI de una soluc idn rpropiade 
a l o  rnuestra dc mitocondrias a ensayar, satureda con a i r e  
y a temperatura constante de 30 "C .  Sc estimd el conteni-  
do i n i c i a l  de oxlgeno d i sue l t o  s esa temperature en 234 
I ! .  
P-  1 1 ' 1  
E l  consumo de oxlgeno se ~ e g i s t r 6  a p a r t  ir de I r a  ad i c i d  
I I de 0, I m l  de f racc idn  mitocondrial  conteniendo 2 a 3 mg 
de pro te fna mas un sustrato oxidabl e. A l  cab0 de 2 o 3 m~ 
n 
nutos se agreg6 solucidn da ADP s pH 7,4 y se siguib l a w -  
- * 
- k- 
- + l e c tu re  hasta que e l  contenido de l a  cel  da se torr t4re anae-, - 
--\ r6b ico por consumo t o t a l  del o x l ~ e n o .  
' ! 
I I, Sol uci6n amort i guadora para l as mad i das de n e i r a c i 6 n  
, 
m i  tocondr i a l  : Para rn i tocondr i as hepet i cas se u t  i C irb un me-, 
I 
d i o  que contenla sacerosa 240 mM, C I K  34 mM, CI MQ 5 RIM, 2 
EOTA 0,9 mM, Tris-CIH 9 mM a pH 7,4  a 30 O C  y sofuci6n de 
fos fa tos  6 mM a pH 7,4 j y para mitocondrias cardlacas co 
I. 
t e n l a  manitol 250 mM, C I K  10 mM, EDTA 2 mM, Tris-CIR 10 mM ' 
de pH 7,4 y fos fa tos  5 nM e igual 'pH. r n A p  
C6l culo de I a concentraci6n de ADP: Se midi6 espectro- 4. 
fotometr icamente l a absorbancia de l a sol uci6n de ADP en b: 
l a s  medidas resp i ra to r i e r ,  d i l u l d a  en C I H  0,01 N u t i l  izan- 
do e l  coe f i c ien ts  m i  I irnoler de ex t i nc ibn  a p~ 2 de '14#9 an". - 
. 1 
r .  rr---- -- - 
. 7 
t . . 
I 
L .  
Medida de l a  ac t i v i dad  3 D ( 0 )  
J - ' I  
senasa E C (1.1.1.30): So basa en e l  metodo de Wil l iamson y 
co l . ( 1 962) de med i c i6n del HADH formado en l a reacci6n ca- 
t a l i zada  por l a  enzima unida a membrana mi tocondr ia l ,  con 
las modif icaciones que se mencionerdn oportunamente. 
Se i ncubaron 1 as f racc  iones a i tocondr i a l  es o p a r t  l c u l  a& 
submitocondriales con soluci6n de Tris-CIH SO mM a pH 8 du- 
rante  I 0  .rn inutos con concentraciones var iab les  de NAD ent re  
0, I y 2,O mM a 1 .n temperatura de 30 O C i  0,3 u g  do rotenona 
en soluci6n alcol16l ica  reemplaran a 0,01 mg de ant imic ina A 
del m6todo o r i g i n a l .  La velocidad dc reducci6n del NAD se e- 
videnci6 a l  agregar l a  mezcla ~acOmica de be tah id rox ibu t i ra -  . 
t o  por e l  aumento de absorbancia a 340 nm en tin e s ~ e c t r o f o -  
t6metro Beckman DB-G con reg is t rador .  Para medir l a  a c t i v i -  
dad enzimdt ica  en funci6n de l a  temperatura se us6 un mono- 
cromador Beckman DU acoplado a un G i l f o r d  Model 2000 Absor- 
bance Recorder, termostatizado y p rov i s to  de res iscenc ia  de 
p l  a t  i no en1 a base de l as cubetas para segu i r l a temperatura 
de l a  celda durante l a  reacci6n. 
La act  iv idad especlf  i ca  se expres6 como velocidad de re-  
duceidn en pmolas del NAD par m g  de p ro te lna  m i tocondr i  a l  y 
por minuto, apl icando para e l  cd lcu lo  e l  coe f i c ien te  de ex- 
-I -I t inc i6n del NADH = 6,22 cm mM (Horecker y Kornberg, 1948). 
Medida de l a  ac t i v i ded  citocromo oxidosa E C (1.9.3.11: 
Se determ i n6 por e l metodo espec t ro fo tom~ t r  i co de Sm i t h  
( 1  954) basado en l a medida de l a  velocidad de oxidaci6n aer6- 
b ica  del citocromo c soluble cata l  izada por una suspensi6n 
1 I 
de mitocondrias fragmentadas. 
Se u t  i l i z6 un cspect~ofotd lnetro Beckman DB-G prov i sto 
de reg is t rador  de velocidad var iab le  y l a  reacci6n se l lev6 
a cabo en cubetas do 3 m l  termostatizadas a 25 O C .  Le mezcla 
de reacci6n cons is t la  en una soluci6n 15 NM del citocromo c 
d i sue l t o  en fasfato 0.1 M y cantidedes de p ro te lna  mi tocon-w'  i 
d r  i a l  en t re  2 y 45 ~ ~ / r n l  que se eQregaron rhpidamente a l as 
cubetas para medir l a  veiooidad de reecci6n en lo8 primeros 
m i nutos. 
Para e l  c6 lcu lo  do !,a act i -v idad espec l f i ca  se u t i l  i z6  
-I 
e l  coef i c i en te  de ox t  inc idn 20.5 nh!" cm que corrtsponde 
a l a  d i fe renc ia  entro 10s w e f  i c ien tes  dcl c i t o c r ~ m o  c re-  
ducido mcnos e l  oxidado: 29,s mcnos 9,O rcspectivamente, 
( M  rgo l  iash y Walilsclk , 1967). 
I 1, , Dcterminec i6n do l e concontraci6n ko ta l  do c itocrotno c 
, :I$ I, 
E l  citocromo c en cada incubaci6n, prcsente en forma reduci -  
+ ox i dada ,sc determ i n6 reduc i dndo l o cuant i t a t  i vamonte 
con d i t i o n i t o  de sodio y midiendo l a  absorbancia'a 550 nm 
u t i l  izando e l  coe f i c i cn t s  m i l  imoler 29.5  cmol antas mencio- 
nado. 
Reducci6n del citocromo c; POP adic i6n de asccrrbeto de 
sodio, se evidencia en pocor niinutos a t n e v i s  del cwbio de 
co lo r  de l a  soluc idn de c i t o c t o m  d i sue l t o  en fosfato de po- 
t a s i o  0,01 M a ptl 7,O que pass de papdo a salmbn. E l  exceso 
de ascorbato se e l imin6 por  dia l  i s i s  durante 24 heres con 
cambios de l a  soluci6n de fosfatos de l a  misma concsntracibn 
y pH, haste ausencia de v i r a j e  del colorante 2-6 d i c l o ro fe -  
no1 indofenol . La sol ucidn de citocromo se mant ienh en estado 
reducido durante va r ias  semanas, tomando l a  precaupibn de 
guardarlo congelado en frasoo con tapa esrnerilada y s i n  qua 
quede cdmara de a i r e  sobre e l  n i ve l  del I lquido. E l  grado de 
reducc i6  logra  por este m6todo sobrepas6 e l  70%; por 
e l  citocromo c oxidado inh ibe l a  
reacci6n enzimdtica. Esta p r o p ~ ~ c i b n  corresponde e una re-  
l ac i 6n  de absorci6n e 550 na/565 na super ior  a 6 ( ~ a u l  ,1947) 
- T* 
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Mcd i da de l a act i v i dad succ i nato desh i drogenesq: Se ut t - 
b' I ir6 el metodo de Arrigoni y Singer (1962) para la nedida de 
- L 
succ i nato-metosul fato de fenaz i na (MSF) reductasa en muestras 
de m itocondr ias con membranes fragmentadas. El l eucoder ivado 
L de MSF es reoxidado por 2,6 -diclorofenol indofenol , cuyo cam- 
I bio de absorbancia en funci6n do1 t iempo a 800 nm so registr6 
I on el ospcctroPot61nctro Dacl;rnlrn DB-6. Las incubacioncs conten f,an sot uci6n de fosfato 50 mM a 
- p H  7 ,4 ,  succinato 20 mM, cianuro I mM, y aproximadamente 
0, I a 0,2 mg dc lo preparaci6n enzimdt ica consistonte en mi- 
- 
I tocondrias de coraz6n de rata somet idas a tratamiento h ipo- 
I t6nico segun metodo de Parsons y W i  l l iams ( 1967). Despu6s de I5 minutos a 30 O C  se adiciond soluci6n recientements prepa* 
I rada de 2,6-dicl orofenol indofen01 hasta una concentreci6n 
final de 0,06 nlM y se determini5 la I lnea de base de l a  reec- - 
ci6n espontdnea que se rest6 de la var iaci6n de absorbencia 
I del f4SF. La actividad enz-irnitica se registr6 a1 adicionar 
este Glt i m o  compuesto, hasta la reducci6n total del 2,6-dim 
I cl orofenol indofenol , que requ iere 2 a 3 minutos. 
I Expresi6n de 10s resultadas: Ls act i v idad especlf ica se caicul6 util irando el coeficiente de absorci6n mM dsl 2,6-di- 
I clorofenol indofenol a 600 nn:19,1 (~inakami y col . , 1962) y 
en base a la relaci6n mol a mol entre el succinato y el colo- 
4 rante reducidos; el resultado se expres6 como act ividsd espe- : k .  1 
cffica de la reacci6n en micromoles de succinato oxidados por 
m i nuto y por m i l i gramo do prate lna m i  tocondr i el . 
Medida de la actividad NADH deshidrogenasa: t s  a o t i v i -  
dad de esta enzima ligada a la cadena respiratoria ma midi6 
como NADH-ferricianuro 6xido reductasa, segun teenice de 
M i nakam i y co l . ( 1962) s i gu i endo espectrofotom6tr i camente 
l a  deshidrogenacibn de NADH acoplado a la reducci6n de fe- 
rr i ci anuro de potas io por 1 e FMNH, Qrupo prostdt ico de l a 
--zima. 
€ 1  medio de reaccibn contenfa: fosfato 40 mM a 7 , 4 ,  
25 MI dcl suefrato: NADH 15 mM y concentraciones crecientes 
de f e r r  i c i anuro de 0,s a 1,s mMpara detorm i nar I a vel oc i dad 
maxima de reacci6n. E l  voluaen t o t a l  dc 3 rnl  se incub6 a 30 
O C  y durante 30 segundos;ae r e g i s t r 6  un cambio de absorban- 
c i a  sprcc iablc qua sc r os td  do I s  volocidad d~ l a  reacci6n 
enzimdtica. Esta comenz6 con e! agregado rdpido de l a  mues- 
t r a  do mitocondrias en un volumen suf ic ientcmente pequefio 
para quc l a  d i  l uc i6n  sea desprociablc. 
Para e l  c t l lcu lo de l a  ac t i v i dad  especf f ica  SB u t i l  i z6  
e l  coef i c i en to  do ex t  inc i6n del f e r r i c i a n u r o  de po4asio a 
-I -I l a long i tud  de onda regist rada,  420 nm, de I mM em . E l  
resu l  tad0 se expresa como ac t i v i ded  maxima respects e l  fe4  
rr i c i anuro en ~ m o  l es NADH/m i n/mg p ro te  lna cons i derando que . 
I mot de NADH se ox i da pop cada 2 ml es de f e r r  ic ianuro que 
se reducen. 
De 10s g rd f  icos de L ineweaver-Burk so cal  cui@t*on l as 
v lex  de l a  reacci6n respecto e l  oxidante, ferr ic ienuro,  
u t  i l i zando e l  m6todo de cuadrados m lnirnos para l a eampensa- 
c i6n  de errores.  
4 - Determ i naci6n cuant i t a t  i va  de citocrornos m itocrnndr i a l  es 
La determinaci6n sirnult6nea de 10s n ive les  de c i t oc ro -  
mos por 10s espectros d i fe rsnc ia les  de absorci6n de sus gru- 
por pros tCt icos  se bas6 on e l  metodo desarrol lado por  Chance 
y W i l l i arns ( 1 955) u t  i l i zando e l  espectrofotdmetro d i ferenc i a l  
8. Chance de haz d i v i d i do  construldo en l a  Johnson Foundatio- 
Un. o f  Pennsylvania, Philadelphia,Pa. E l  aparato provee l a  
medida sirnultdnea de 10s citocromos en estado redueido y o x i  
dado de dos d i luc iones id6nt icas  de mitocondrias que d i f i e -  
r en  en su tratarniento qulmicct. 
En ambas cubetas de 3 m l  se colocan en t re  3 y 4 mg de 
pro te fna rnitocondr i a l  suspsndida en sacarosa 0,25 M con so- 
l uc i6n  de fos fa tos  a pH 7 , 4 ,  Para l f ovar 10s c i t o c r o m s  al- 
- .m 
estado t o t a l  rnentc oxidodos. se aQregaron 15 ~ m o l  es de f e r r  i- 
cianuro a una, y para reduc i r los  se disuelvsn unos c r i s t a -  
. l e s  de d i t i o n i t o  de sodio csn l a  o t r e  cubeta, agitando unos 
m i nutos. E l  trazado del reg i s t redor  g ra f  i ca d i  r ec tamn te  l e 
d i fe renc ia  dc densidad d p t i c s  ant re  ambas cubctos para cada 
long i tud  de onda cn t re  500 y -630 nrn. 
Cdl culo dc 10s conten id08 de citocrornos rn i t o m n d r  i o l  es ; 
'La estimacidn de l a  concent~ac i6n do cada uno de lost c i t oc ro -  
mos en presencia dc 10s damas ss bas6 on e l  metodo de J.M. 
Wil l iams (1964). Sc midi6 l a  d i fe renc ia  dc absorbancia en t rc  
10s mdximos y mlnimos correspondientes a cada c i t o c ~ o c o ,  
quc se prcsontsn en 10s s igu icntes  pares do IongiCudes de 
onda, y cuyos coof i c  ientes so &tat  l an a cont i nuac fen: 
- I  . -I 
c itocromo _c 550-535 nm A= 21,O mAl cm 
8, a-a 605-630 " u 
-3 A= 12,o 
Los datos se apl icaron a un sistema de ecuaciones cuya 
resoluc i6n fu6 p rov i s ta  por el t r aba jo  ci tado, del cue1 se 
extraen l as conccntrac iones buscadas. 
PREPARAC IONES ENZIMAT l CAS 
I - Aislamiento de mitocondrias de hlgado de ra ta :  Se bas6 
en e l  mbtodo de fraccionamiento de Nogeboom ( 1 9 5 5 )  m d i f  i- 
cado por Myers y Sl a te r  ( 1957). , Se hornogene i z6 e l  ' t e  j i do he- 
pBt ico  en 9 voldmencs de soluc i6n de sacarosa 0,25 M, con 
T r  is-CIH 5 rnM a pH 7,s y EOTA ImM ( medio STE) en urr Pot ter -  
Elvehjem con p i s t i l o  de te f lbn.  Una cent r i fugac idn s 750x9 
durantc 10 minutos decant6 el mater ia l  nuclear, c6 lu l as  y 
membranas, y del sobrenadants se sediment6 l a  f r acc idn  mito- 
condr i a l  a 7000 xg durante 10 minutos, l a cual se l avd 2 ve- 
ce s 
en u 
apro 
y resuspendi6 en l a  misma so luc idn  de homogsneizaci6n 
n vol umen t a l  que l a  concentraci6n de p ro te fnas  fue ra  
ximadamente 15 mg/ml. 
2 -  A is lamiento d e m i t o c o ~ d r i s s  de corezdn de re&&: Se u t i -  
l i r 6  e l  metodo de Fave l ukes y col  . ( 1971 ) deserro l  l ado para  
mdscul o esquelet  ico, con l i g e ~ a s  modi f i cac iones. Se e x t r a j o  
u l  corazbn i l o l  oninlal r o c i d n  docupitado dcacwrtansfo o l  t o -  
j ido a u r i c u l a r ;  e l  r e s t o  se ' c o r t b  con t i  j e r a s  y lav6 en so- 
l u c i 6 n  C I K  0,15 M hasta que l o s  l tquidos do lavado r e s u l t e -  
r o n  l i b r c s  do sangre. Se incub6 10 rninutos a O°C en 12 vo- 
l Gmenes dcl  riled i o  de homogene i zac i6n  de Chappe l l y Perry  
(1954) adicionado con 2 ng. de pro te inaaa nagaree p o r  cads - 
gramo de t o  j i do, y l uego tit0 d i l uyd hasta 25 vo l emeries para  
c o r t a r  l a  incubaci6n homogeneizando en un Pooter-Elvehjem y 
cen t r  ifugando 5 minutos a 500 xg para descar ta r  e l  sedimen- 
t o  con f i bras muscul ares, r e s t o s  cel u l  ares, e r  i troc i tos ,  
membranas y mater ia l  nuclear. Del sobrenadante se aopard l a  
f racc i6n m i tocondr  i a l  por  c s n t r  i fugaci6n a 7700 x i  durante 
10 minutos. E l  p r e c i p i t a d o  se resuspendi6 para l o s  lavados 
en e l  mismo medio a l  que se e ~ r e g 6  albdmina I m 9 / s l .  LBS m i -  
tocondr ias  se euspendieron f inalrnente en sacerosa 0,25 M. 
E l  rendimiento o t t e n i d o  f u b  der 10 a 15 mg. de proeefna mitot 
condr i a l  por  cada gram0 de t e j i d o  cardlaco. 
3 - Preparac i6n de p a r t  fcut  ats submitocondr i a l  es de coraz6n 
de r a t a :  Se u t i l  i z6  l a  t 4 c n i c a  dc Linnane y Z i e g l e r  descr ip-  
t a  por  Beyer ( 1967). P a r t  iendo de una preparac idn mitocon- 
d r  i a l  cuya concentrac ibn de pro te fnaa no era  i n f e r i o r  a 20 
mg/rul. Se sometid l a  suspensi6n a desintegrac i6n s6nica du- 
r a n t e  60 segundos, en parfsdos de 10 para e v i t a r  que aumente 
l a  temperatura. Se u t  i l i r 6  un Desintegrador U l t r a d n i c o  WSE 
( ~ e a s u r  i ng & Sc i e n t  i f i c Equip. Ldt .   ond don) de 500 watt, l a 
frecuenc i a  e ra  de 20 Kc/segundo, in tens idad 0,4 a 0,s  mA, y 
l a  temperatura se mantuvo colt -ando e l  nec ip ien te  I n  baAo 
de h ie lo .  Se centr i fugd f a  preparaci6n durante 10 rninutos 
a 7700 x g y 4 O C  para &scartar  l a s  mitocondrias s i n  rom- 
3 
per y fragncntos de gras\ tamaRo, y e l  sobrenadante se cen- 
t r i f u g 6  a 105000 xg durante 40 minutos en cen t r l fuga  
Spinco L con r o t o r  tipe 40. Lar p a r t l c u l a s  da membranes 
se suspendieron en 2 mb & I  modio de homogenoizaci6n y se 
conscrvaron congelades a -15 O C .  
- Prcnarac i6n do m itocondp ias friagnontadas por  h ipoton i- 
idad: Sc s igu i6  l a  tecn ica do Parsons y Wil l iams (1967). 
Las f raccioncs mitocondr i a l c s  a i s l  adas por e l  mdfodo habi- 
tual se l avaron y suspcndioron en sol uc i6n dc foef&os 20 
mM a ptl 7 ,5  con 0.02 $ de albdmina de suero bovino. Des- 
pu6s do incubar 20 m inutos a d°Cd se cent r  i fug6 para sepa- 
r a r  'I a sol ucidn h ipotdniea a 35000 xg durante 20 minutos, 
el sediment0 consist  i 6  eq p a r t  tcul, as de membrane i n t e ~ n a  
1 :puntamerite con fregmantos de membrana externa. Sr resus- 
I 
pendio en soluci6n 0,I M de fos fa tos  a pH 7,s para set- 
u t  i l i =ado en l as incubseiones como preparac i6n snzirn4-t i -  
ce de mernbrana interna. 
DETERMI NAC ION DE LA l NCORPORAC l C N  "I N VITRO" DE CE.UC I NA- 
4~ * A PROTE l NAS M l TOCONDR l ALES 
I - I ncubaci6n de m itocondt. i as enterar  con l eucina-14c:se 
incubaron entre I y 2 mg de prote inas de mitocondrias frss- 
cas, de resp i rac i6n ac t i va  y ecoplada a l a f o s f o r i i e c i b n  de 
ADP. junto a 0.25 p C i  do ieuoina-14c de rad iac t i v i dad  espe- 
c l f i c a  6 ,5~C i /mo l .  E f  siskema para l a  incorporeci6n de a- 
m inodc i dos a l as prote lnae m i tocondr i a1 es contenta una mez- 
c l  a previamente e s t e r i  l ixeda por f i l t r a c i d n  a t ~ a v e s  de dis-  
cos M i  l l ipore de poro 0.22 M ,  compuesta por una mezcl a equ i- 
molecular do nnimo4cidas excopto leucina, sacarose 100 mM, 
C I K  40 mM, EDTA 1,3 mf4, Bic ine 10 mM (pH 7,4),  so luc i6n de 
fos fa tos  8 mM de ,pH 7,4, S04Mg 12 ml~l, melato I l uta- 
mato 10 mM, malonato 5 d!, ADP 2 mM. 
La reacci611 so l l e v 6  a en un volumen t o t a l  de I m l ,  en 
frascos Erlenmeyer e s t e r i  l isados y con tap6n de algoddn, a 
tempzratura constante de 30 O C  y con ag i tac i6n  durante 60 
minutos. A l  cabo de ese t ianpo oe cor t6  l a  reacci6n on f r ian -  
do 10s frascos a 0 O C  sobre h i c l o  y por d i l u c i 6 n  con solu- 
c i6n  dc leucina no rad iac t i va ,  
. Todo e l  mater ial  de v i d r i o  para e l  cxpcr incnto fuO este- 
r i l i zado prev i amcnto on aubocl avo, y l as a l  lcuotao so pre- 
pararon , bajo I uz UV. 
2 - Prec ip i tac idn  de l a s  protefnas marcadas: Se awe& 2 m l  
de soluc i6n de albbn~ina de $Omg$en C I K  0 , l 5  M a cada in-  
cubado contcnicndo 2 m l  drt l o soluc i6n descr ip t i l  anter ior-  
mente para aumentar e l  vol timen deI 'precip i tado. La. protef- 
nas se p rec ip  i ta ron con dcido TCA de concentracidn f i n a l  5% 
se centr  i fuoaron y se l averon con TCA ai  5%. 
La suspensi6n de l as protetnas insol ubles en TCA al 5% se 
! lev6 a 85 O C  durante 15 minutos para e l  iminar e l , s s i n o a c i l -  
t ZNA que no form6 un iones pept fdicas. Se vol v ieron a l avar 
en TCA en f r f o  y f i na l  mente en alcohol :$ter  3: 1 . Sa ~eeus-  
pendi6 e l  p rec ip i tado en fCA a l  5% y se f i l e r 6  por discos' 
Al i I I ipore de 0145 N para retenar l as prote fnas redie& ivas. 
3 - Detecci6n de r ad iac t i v i dad  en l a s  prote lnas tnitocondria- 
l es : Los f i 1 t r o s  li.1 i l l i p o m  conten iendo l as prote fnsu fueron 
-
colocados en v i a l e s  de v i d ~ i o  para socar bajo I b i s p ~ a  I R .  
Se agreg6 en cada v i a l  5 w l  de l iqu ido centelle'adgC de l a  
s igu iente  composici6n: 4 1) de PPO y 100 mg POPOP en I I i- 
t r o  de t o  l ueno. En todas l i s  determinac iones se u t  i l i 26 l a 
m i sma cant i dad do p ro te  f  nas m i tocondr i a I es para farmar una 
capa de espesor un iforme sobre Jos f i l t r os .  Las muestras 
se l eyeron en un Nucl ear Ch ieago L iqu  i d Sc i n t  i l l a t  ion Coun- 
24 
, 
t a r  con sustracci6n auton6t ica del background. La +a1 ibra- 
c i6n  de l a  e f i c i e n c i e  def espectp&metro de cen te l leo  I f q u i -  
14 do para C se rea l  i z6 per 'el m6todo de l a r s l  ecidn de ca- 
nal es, u t  i l i zando muest rw pst r6n con d i s t  i n tos  gra&a de 
apagam iento. E l  canal I oper6 con $I$ de  en an cis y ventana 
EXPRES I O N  DE LOS RESULTADOS 
E l  andl i s i s  es tad fs t  ico da ser ies  de experimentos re-  
pet idos se h izo  en base a l  udilculo de l a  media erEtm6tica 
de 10s valores acompaRdndola del e r r o r  standard. PWB PPO- 
bar l a  s i g n i f i c a n c i a  de l e s  d i fe ranc ias  de datos pertsne- 
c ientes  a poblaciones de animeles que r s c i b i e r o n  disCinCos 
t ratamientos se somet i d  a l e prueba de t ( B ~ a a r o f t ,  l97l) .  
En 10s g r d f  icos de L ineweaver-Burk se u t  i 1 i z6 61 mBto- 
do de 10s cuadrados mfn imos aera l aDcom~ensaci6n dr, er ro res  
en e l  cd lcu lo  de constantes c indt icas .  
REACT l VOS 
4 Nagarse (BPN') 150 x 10 P.U.N./g de Nagarse & Co.Ltd., 
Osaka, Japon. 
Eetreptozotocina, Upjohn l n ta rna t  ional I nc., Kal#oS~mm,Mich. 
l n su l i na  NPH, E l l i  L i l l y  & Co. 
L-l eucina-14c, Radiochem ical Center, Amersham, England. 
P ~ O  Amersham, Searle. 
POPOP, Nuclear, Chicago. 
,DL-3-h i drox i but  i rato, c i tocmmo g ( type I V) de cor&z6n de 
cgballo, NAD, NADH, AMP, ADP, ATP, Trisma Base, etbdmina de 
suero bovino, y otros, de S i g ~ l a  Chemical Co. St..Louia, Wo. 
Sacarosa, man i t o l  , y o t r o r  r eac t  i vos que no se dstal l an, 
eran drogas de pureza anal f t i c a  y de l abora to r ios  screditados. 
CAP ITULO V 
a) PREPARACION DE LOS &NIMALES - TRATAMlENTO CON ESTREPTO- 
Acc i6n diabet6qona de l a  eotreptozotocina: La 2 deoxi- 
2-(3 mot i I, 3 n itrosourafdo)D slucopiranosa: 
es un an t i b i 6 t i co  derivado 
deI Stpeptomyces a~hromoge- 
HO nea que aventaja al eloxano i_ 
pars l a  induccidn cb diabe- 
Ces experimental porque corn- 
blna su.acci6n rapids con l a  
=spec i f i c i dad betac i t o t bx i  ca qua no produce dafios an ot ros  
te j idos,  salvo 10s secunda~ios a l a  hiperglucemis e hiper- 
l ipamia. ( ~ u n o d  y col., 1967). 
La cadena la te ra l  del uretdo sust i tu fdo  pare- ser 1 a 
porc i6n de l a  mol dcul s rsaponsabt e del daRo t i su l  rr, que se 
produce repida y especlfiesmante aobre l as  c6lulu+ bats de- 
bido a I s  unidn de 10s roesptorsa cal ulsfes a l a  porci6n 
g l  ucosfdi ca de I s moI6cul a (Karuneneyake y col . tP76). 
A pocas horas de admf n i s t ~ a r  una 6n ica & s i r  +n;doverua- 
sa las  c4lulas necrotitadas, l iberen i nsu l i nayse  infc ia  un 
perfodo de hipogl ucemia respansable de l a  mortancbd de las 
an imales. La tasa de mortandad en nuestras r a t a r  fu6 de 10 
a 20$, y s61 o en unos p o ~ o s  1otes 1 leg6 a 50% por causas 
que no pud ieron expl i carse. Superado e l  per fodo orlt i co de 
24 a 48 horas no se preaentaron 16s muertes. y el estaQ 
diabetic0 se mantuvo con sobvevida de var ios meses. Rakie- 
ten y col . ( 1976) detecttapon revers idn despuds de 10 meses 
por regeneracibn de lo. ialotes. Lss patas diab6t icas para 
F igura I - EFECTO DE C&R~PTQZOTOCINA E I NSUL I NA EN RATAS 
Ratas macho de 200 9. Daaib .& 13 mg de estreptorotocina. 
Dosis de insul i n a . ~ ~ ~  @.#idfa. a)W ive l  de gluoo,a sangut- 
nea:e ratas diaMticae*, ,  ;~*C;ss diabeticas + 2 y 5 dosis de 
insul ine. b)Peso cor 2 & m t a 8 ,  diab4ticas y con 0.3.7 
v I 4  dosis de insulina*~ 
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nuestros experimentos no l legaron a perlodos tan  prolong&- 
dos por cuanto se u t i  l iraponentrs l os  2 y40 dlas posterio- 
res a l a apl iceci6n de es4qwptototdcina. Las ra tas  mostre- 
ban 10s slntomas t l p i c o e  & pol iur ia ,  pol id ipsia, perdida 
de peso y desaparicidn drr $e j  ido adiposo. E l  ensays con l a  
t i r i l l a  Ketodiast ix Ames di6 resultados positives de cuer- 
pos cct6nicos ur inar ios  en 01gonos animeles, pero n e ~ a t i v o  
en todos aqusllos casos con n16s de 10 dlas de diabetes. 
La gl ucemia en ayunas ascendid desde su valor  normal 
promedio de 100 mg% a 328 tug$ en l a  primer oemane, con un 
rango de dispersi6n entrs 2Q0 y 460,mg$, y a 425 mg% en l a  
diabetes cr6nica de 3 y 4 senanas, con rango de diapersi6n 
entre 360 y 550 mgs, (Figura 1 a). 
La administraci6n de 10 U de insul ina d i a r i a  flevb l a  
gl ucen~ia a n iva lss in fer ioree 'a  lo8 normales: mello~ QW 50 
mg$, simi l ares a 10s que presenteron ra tas  no diatQlbeicas 
que se i nyectaron i gual men+e con i nsu I i na. 
Variacidn del peso corporal y be! corazdn de l a  r&e 
Las ra tas cuyo peso promedio i n i c i a l  era 200 p perdie- 
ron de I S  a 30 g en las  2 rslemsnas que siguieron e $ 8  induc-, 
ci6n de l a  diabetes, y haets 37 g en 3 semanas. Lae A s i s  
de ; nsul ina produjeron una r4p id r  recuperacibn de paw,  mds 
acentuada en aquel 10s animal ss que habfan soportado .t iempos 
prolongados .de h ipo insul ineai r  (f  igura I b). Los Oert'igos 
no diabdt icos tambi6n acelereron e l  crecimiento con Ias 
primeras dosis y siguieron r u  evoluci6n normal. 
Se pudo aprec i a r  e l  menor taataRo y peso &I mr+z6n 
en las  ra tas  con 7 dlas de diabetes, y recuperacfdn ps rc ia l  
en l as  de 30 dlas, segQn dstos de l a  Tabla I. 
Tabla I - V A R I A C I O N  DE P E a .  DEL CORAZON DE RATA DlABETlCA 
Ratas de peso 180 - 220 g +e inyeetaron con una dosi s en- 
dovenosa de estreptorotocina d& 65 ng/kg de peeo.Se ext ra-  
je ron 10s corazones de patas recidn decepitadas, que se 
lavaron en C I K  0,15 M, 
Animal es Peso L fm i tes  de prorned i o  var iac i6n 
Control 25 0,GO 0050 - 0,75 
D i abet i cos 
7 dfas 24 0,47 0840 - 0,55 
30 dfas 15 0,53 0,44 - .O, 66 
b) CAPACIDAD RESPlRATORlA DE LAS MITOCONDRIAS DE CORAZON DE 
IZATAS D I A'BET I CAS 
Se midieron 10s siguientxm pardmetros f i t  i lee p f a  estu- 
d i a r  l a  capacidad r e s p i r a k o r i i  de mitocondrias da m r a t b n  
de ra te ,  y de r u s  variacione; po r  modi f icaci6n d.1 q u i l  i- 
b r  i o  endbcr ino, produc ido por l a est reptozotoc i  net 
Consumo de oxigeno en l o s  aatados 3 y 4 de respi rac i6n.  
Control reap i ra to r io .  
Relaci6n P:O ent re  e l  ADP edieionado y e l  oxfgeno clbnswnido 
durante su fosfor i l ac i6n. 
Control resp i r a t o r  io: E l  fendmeno de con t ro l  peapiratom 
r i o  de una rnitocondrie e s t 1  asociado a1 acoplamiemt-o entre 
e l  t ranspor te  de electronea por  l a  cadena y l a  s l n t e s i s  de 
ATP. En l a  mitocondria i n t a e * ~  e s t e  lnd ice  alcensa va ls res  
t o s 8  y rn8s abn en I a c4l  ul  a intacta,  Pueden c o n a i b r e r s e  
aceptabl emente acopl ades para l os estudios de respbipac i6n 
" i n  v i t r o "  aquel las mitooondriae que eceleran de 4 e 10 ve- 
ces l a  velocidad do las oxidaeiones por  e l  agresudo de AUP 
a l a  mtzcl a de reaccibn. S i  la witocondr i a  esta envejecide, 
o cuando por  l a s  condiciones &I aislarniento se a l t s r a  l a  
permeab i l i dad de l as rnembpanas su l n d  ice  de cont ro l  resp i- 
r a t o r  i o  ba ja  a I y conswe oxtgsno e gran velocidad, inde- 
pendientemente de l a  con%entraci&n del eceptor de ftB8f8tom 
Este tndice puede tomars& h tances  como una medids d t i l  de 
l a inteer i dad funcional b. 1 as n itdcondr ias  a i s l  adae por 
fracc ionam iento subcel u l  a rb  
Estados metab61 icos dq I s  mitocondria: E l  eetado de 
resp i rac idn 3 de Chance (ver Chancs y W i l l iams, 1955 a; 
Chance y tlol l unger, 1963) se define paris m itocondr ias rrco- 
pladas como un estado de fos fo r i lac ibn  activa, con s l t a  
concentrac i6n do fosfetos; aceptor y del sustrato para l a 
oxidaci6n; en estas condiciones e l  fac to r  l imitante de la 
veloc idad es l a cadena de t ransports de electrones. 
A l  agotarso e l  ADP egragedo y manten i&n&se e l  t a  l a  
concentrac i6n del sustrsto, l a miCocondr i a retorma .I es- 
=ado rosp i ra to r io  4 y e l  cowponente que l i m i t a  l a  vr loc idad 
es e l  ADP. Esa respiraci6n controlada se mant iena hipta e l  
agotamiento del oxlgeno en l a  suspensi6n m i t o w n d r i k l  (con- 
dic idn ds anaerobiosis). 
ReIaci6n P:O: La duracidn del increment0 produaido en 
l a  velocidad de l a  cadena por agregado de ADP, o ma el es- 
dado 3, depende de l a  concsntracidn de 6ste, y e l  oxfgem u- 
t i l i zado es proporc ional e l a cant i dad de ADP que 'a+ fosfo- 
r i l a .  E l  factor de propor~ iona l  idsd o cociente P:U apl i- 
ca entonces como medida de I a ef ic iancia de l a  f o s f o r i  lacibn. 
% 
Un exper imento representat i vo de l as med i des pol aro- 
gref icas de velocidad de.u+iI i rac i6n del oxlgeno WP Iaa 
m itocondr ias cardlacas de re ta  se presenta .en I a f igura I I .  
A I  adic ionar l a  suspensidn aitocondr i a l  , anaerobir, ae ob- 
aerva un descenso del traredo a l  cual contr ibuyen varios e- 
sfectos: .di l ucidn del oxlguno presante en l a  sol ucidn amor- 
- 8 
!,t iguadora, ox i dac i6n brusca de l oe sustratos enddgenos, y 
' I 
I I 
- - . descenso de l a  sensibi I idad del electrode causado por l a  
sacarosa y l a  protelna mitocondrial. La respiraci4n lenta 
en esta etapa es a expensaa de 1 a oxidac i6n de 10s sustra- 
r 
t o s  end6genos y a l  agrebar un exceso &I sust ra t6 'que in te-  
resa ensayar (en este J.o fu6 malato y glutamato) se pro- 
duce l a  t r s n s i c i d n  del petado I al  4a. E l  agregado siguien- 
t e  de.ADP est imulb l a  & / r i d a d  r e s p i r a t o r i a  mi tocondr ia l  
e n  e l  estado 3, per fodo. da f o s f o r  i l ac i6n acopl ada se 
mant iene hasta agotar et ADP. En aquel 10s cams  en quo por , j 
prova l ecor 1 a act  i v i dad ATPaea dot t o  j i do muscul a r  no so 
~ r o d u j o  e l  retorno del e s t a d ~  3 a l  4b con veloc idad igual 
a l  4a se tom6 corno dato para determinar e l  cont ro l  resp i -  
r a t o r  i o  1 a re1 acidn en t re  loa  estados 4e y 3 .  
Figura I I  - DETERMINACION DE LA VELOCIDAD RESPlRATORlA DE . 
MITOCONDRIAS DE CORAZON OE RATA. Mcdida po la rogr i i f i ca  del 
consumo de oxlgeno de une preparacidn fresca d@ mitocon- 
d r i a s  enteras e is lada segQn l a  tdcn ica  de Faveltrkea y col.  
( 1973 ). Detal l es del exper imento sh e l  cap l t u l o  de w6todos. 4 
.- 
Los c i l lcu los se efectueran en base a 10s d ~ t o s  tornados 
del grdf ico de acuerdu a les siguientes fdrmulas: 
936 (nAO) b (cm) 
Consurno de oxfgeno = . .. 
P (me) a (4 
Control resp i r a t o r  io: 
Pondiento en e l  estado 3 CR = 
Pend ientc en e l  estado 4.b 
Real ac i6n ADP,:O 
- ,. 
'e d a= a l t u r a  correspondiente a l  contdnida t o t a l  de O2 , * b= al tupa del oxfgeno consutnido en un nint j to .  1 i 
c= a l t u r a  .dcl oxfgeno consumido en el ostado 3. 
a pro te  lna m i tocc~ndr i a l  en cada oxpcr iwento. n l  o i n i c i a l  do o x f ~ e n o  on l a  cc lda po la rogrd f i ca  
dc 2 m l  r e s u l t a  de mult i p l  icer: 
234 nmo l / ln l  x 2 m l  x 2 Btomos/mol = 936 nAO ; 
,3= I I -  
Para l a doterln inacidn de esCos Indices era deseabl e 
contar con organoides frescos y con l a  mtixima in tegr idad  
de sus membr 
caracter  f s t  i 
lanas para t r a t a r  de reproduc i r l as respuestas 
.: 'd 
cas del func ionam iento ' " i n  v i vo" de ,ssas m i to -  ' I 
condrias. Como pr imera aproximocibn se ensayaron m6todos 
de aislamiento de l a s  fraceianes subcelulares, seleccio- 
nando medios de homogeneizaci6n del t e j  ido cardlaco y es- 
quernas do centr  i fugac idn y I avado m8s aprop i ados a este 
r i a  con e l  mdtodo dc aist.amiento de mitocondrias intactas: 
Apl icando diversas t6cn icas para l a separacidn de f rac -  
ciones mi tocondr ia les de mdsculo se obtuvieron 10s siguien- 
t e s  resul tados: , 
a) E l  mdtodo para a i s l  ar mitocondr ias  de mdsculo esque 
16tic0,de Favelul;os y co1.(1971), d e s c r i ~ t o  an e l  csp f t u l o  
zorrespnndi-- te a mCCc " i6 is1 prepa 3nc - con 
elevado rendimiento, e f i c i e n c i a  de l a  resp i rac ibn  y rosfo- 
-1  
r i l a c i d n  y a l t o  fndice ds con+rol r ssp i ra to r i o ,  t s l  como se 
observa en I a tab1 a I I. 
Tabl a I I - CAPAC IDAD RESP~RATOR IA  DE MlTOCONDR l AS Df CORA - 
ZON DE RATA AISLADAS POR MARIO$ METODOS DE FRACCIONAkIENTO 
SUI?CIILlILA~. Dotarm i nac i6n por  pol  arograf  l a  scc~un estb dos- 
c r i p t o  en e l  tex to .  1.2 m g  de prote tna mitocondr i a l  en ca- 
da experiment0 se incubb! con e l  madio de resp i rac idn  para 
m6sculo. E l  consumo de oxlgena se r e f i e r e  a l  estado 3, por 
ad ic i6n do 5 ul dc ADP 68 dl. RosulCodos:promedio det n6- 
aero dc cxperitrtentos que f ' igura antro parbntosis,  @&ompa- 
5ado del e r r o r  standard, 
Metodo de Consumo de 
. aislamiento Contro 1 Resp i r e t o r  i o  P:O 
m i tocondr i a l  ( nA~/m in/mg . 
* 
Chance y Hag ihara 
( r 963) ( 5 )  + -  202 - 5 + 3.34 - 0.14 2,8 2 0.04 
Ty le r  y Gonze 
( 1967) ( 3 )  164 + 1 1  + 2.97 + 0.11 2.3 - 0.30 
Favel ukes y co I, 
(1971) ( 7 )  + 200!:12 6 .42-0 ,23  2 , g b , l O  
b) E l m6todo de Chance y Hagi hsra ( 1963). desarrol l ado 's 
para mQsculo de pectora l  de paloma, d i f  i e re  del a n t e r i o r  en 
Cr 
e l  nedio de homogsneizacibn del t e j i d o  qua cont iene sacaro- 
sa 0.25 M, EDTA I rnM, Tris-CIH 5 mM a pH 7.4, y tambidn en 
e l  t i empo de i ncubac id. con I a proteasa que se pro I onga 20 f 
minutos. Las rnitocondrias asf *  a i s l  adas de t e j  ido cardfaco 
+ .q r 
b conaumlan oxfgeno durante el estado 3 a veloc idsd earnparable . k. . a l a s  del m6todo a) per0 su cont ro l  r e s p i r a t o r i o  no l leg6 a l  ,, 
va lo r  de 4 que tondbemos cotnu mfn itno .eceptabl s para mitocon- % 
d r i a s  acopladas. 
. . - I C) E l  mgtodo de Ty le r  y Gonze. ( 1  9671, para corazdn de 
'. r a t a , . u t i l i z a  e l  medio de homogeneizacidn MSE: manitol  225 
-? 
mM, sacarooa 75 mM y EDTA 50 aM. incuba con una eoluc idn de i!, 
nagarse en proporci6n 2,s veaes mayoreque por  10s o t r o s  pro- -1 ' i 
cedimientos y e l  esquema de cent r i fugac i6n t i e n e  l a  pa r t i cu -  
I 
l a r i dad  de separar a 8600 xs una f r a c c i i n  imp1 . 3e m i  
condr i as juntamente con 18 f race  idn nuclear y todos 10s 
contaminantes descartanda l a  proteasa del sobrenadante con 
e l  ob je to  de co r ta r  l a  i~cubsc ibn .  Se resunpendid e l  sedi- 
mento y separd una f raca ibn descartable de 700 y una 
f racci6n mitocondrial  de 8000 xg. 
En l a l i t e r a t u r a  se presentan t6cn icas pfreperat ivas 
en l a s  cuales l a s  incubaciones con nagarse son auy pro lon-  
gadas; por ejemplo Bul lock y wl.  (1970), quienar incluso 
prescinden de l a  homogeneizaci6n del t e j  ido y l iberan l a s  
m i tocondr ias sblo '  por incubaei6n de i o s  cor tes  de t e j  ido 
con enzimas p r o t e o l l t i c a s :  nisapse, t r i ps i na ,  o Pronase B, 
durante 30 minutos. E l  naearse, qus t i e n e  una v ida media 
a pH neutro 30 veces mbs l a r ~ a  que I a tr ips ina ( ~ e ~ i h a r a ,  
1960). se inc l  uya habi tualmeht i  en I s  metodologla porque 
aumenta l a posi  b i l idad de e ie l  o r  mitocondr ias  mba repre- 
sentat i vas del . t e j  ido " i n  vivoH, se obt  ienen organo ides de 
d'iversos tamaiios y formas, ue e v i t a  l a  rup tu ra  de 1 as mas 
grandes y en consecueneia as mayor e l  rendimiento, 
La velocidad de eonsumo de oxlgeno durante e l  estado = 
.I 
rarpiratorio 4- en l a  e~ idao ibn  do mnlato + g lu tmato ,  do 
\I,j 
m i tocondr ias a is1 adas pop los 3 metodos que se & t a l  l aron 
. 5. 
fu6: a) 31, b) 61 y c) 55 nAO/min/mp. La resp i r ac i6n  mbs 
l enta en l a muestra frsccionada por l a  t6cn ica de Fevel ukes -*.:I 
y co1.(1971) es un fndice d. menor d is ipac ibn  de l a  ener- ,a-*j 
gjla del proceso oxidat ivo;  l a  acumulecibn de ATP y o t r o s  4 
compuestos energizados es i n h i b i t o r i a ,  y l a  veloc idad res- {I 
p i r a t o r  i a se i ncrementa a1 agreGap ADP exdgeno, (estado 3) 
La m icroscopfa e lec t r6n ies  de un sediment0 de 7700 xg 
de l a  f igura I I I b )nuestrs una praparac i6n que wnt iene 
predom i nantemente m itocendr i as  con meabrenss b ien const i- 
tufdas, con abundancia d. crests., y en i s  f i gu re  I I 1 a ) 
l as muestras correspondisntea da m i tocondr ias  de r a t a s  
FlGURA I I I  - MITOCONDRIAS CAf3DtACAS DE RATA,Mie~oacopla 
e lec t r6n ica  de un sediments de l a  centr i fugacidn de homo-$ 
genato de coraz6n de rata a 7700 xg do acuerdo a1 metodo 
dc wee ionam icnto de Favel ukes y col . ( 1971 ) . a ) ~ a t a s  in- 
sdas con estreptorotoc ina ( ~ 1 0 0 0 0 ) .  b )  Rat- m n t r o l  
diebet ices t ienen alrpttcto y tansno P~QUI sr, no presentan 
ram i f icac iones, deform- innee o menor dene i ded que l as nor- 
males, coko fu6 descr ipta por  H ~ P O M  y col.(1969) en t e j i d o  
hepdt ico o en mitocondriaa sisladas del mismo, de r a t a s  
diabet icas, 
S u s t ~ a t o s  para l a aenerac ien de l os equ i vat sntes reduc- 
t o r e s *  Los procesos mbs Omportantes para l a  economra c e l u l a r  
-* 
t i enen 1 ugar en l a m itocmndr ie, donde l os n u t r  ientee se ox i- 
dan l i berando COZa La. coenr inae so reducen per. 1 ue- dar 
lugar a su oxidaci6n exerg6nic.a en l a  cadena de t ranspor te  
& electrones en un proceso acopl ado a l a  conservecidn de 
cons i derabl e cant i dad de energfa u t  i l i zabl e en t a s l n t e s  i s 
de ATP. E l  camino clave para esa degradacidn es .I c i c l o  
del ticido c f t r i c o .  totelmente local  izado en mitecondrias; 
l a  velocidad del c i c l o  en eT miocardio err prop8rciarral a l  
consumo de oxfgeno. ( w i l l  i a son ,  1979)- 
En una se r i e  de experimentas con mitocondries de cora- 
z6n de r a t a  se incubaron diversos sust ra tos  para d6termina1 
l a  velocidad que cada uno de e l  los imprime a l a  mhns res-  
p i r e t o r i a .  Los resul tadou de l a  t a b l a  Ill, con af*&ndria 
de ra tas  normales, y 10s de la  t ab le  V I  con mitoccmdrias dl 
r a tas  i nyectadas con est~eptozotsc i na y sus conC~a l  as, de- 
muestran que e l  f l u jo  mdximo de electrones acoplr"rde madido 
como consumo del oxigeno en 0 1  estsdo 3, ee origjIn6 con l o  
metabol i t o s  del c i c l o  t r i c a r b o x f l  ico: ma1 ato, elfrcatogjf u- 
t a r a t o  y succinato, en reacciones en que intervief ion (as  2 
coenzimas NAD y FAD. A msnor velocidad se ox idam# J-hidro- 
x i b u t i r a t o  y pi ruvato .  
E l  consumo de oxfgeno en e l  sstado 4 con to* lo. sua- 
t r a t o s  que se enumeran en la tab1 s I I var iaba enece 29 y 33 
nAO/min/mg, per0 e l  estfmuto da l a  velocidad r e s p i r a t o r i a  
por ad ic i6n de ADP depend16 & I  sust ra to  oxidable: en t re  5 
y 6 veces con ma1 a t0  + g l  utamato o otcetogl utarato,  y cer- 
_ Tabla I I I - VELOCIDAO OE UTf L l  ZAClON DEL OXIGENO CON DIS- 
: TI  NTOS SUSTRATOS. f racc ibn  rn i tocandr i a l  de corazdn de ra-  
t a  lavada 2 veces con atbbaina I mg/ml. Medio de reacci6n 
y condiciones coma en t a b l a  1 1 .  1.4 mg de p ro te tna  en ca- 
da ensayo. E l  consumo da oxteeno se expresa en nM/m in/mo 
con su e r r o r  standard. Enkm pardntesis e l  n6mero de expe- 
r imentos. 
Sustrato ox i dab1 e Consumo do oxlgeno 
Estado 4 Estado 3 .C/R 
malato 5mM;gluta- 
mato 5 mM ( 14) 32.8 f 2 . 9  197 2 II 6.0 t 0.5 
a1 facetogl u ta ra to  
5 mM * ( 7 )  31.9 f 5.0 166 + I 9  5.2 f 0.7 
3-h i drox i but  i r a t 0  
' 5 mM (5) 28.8 f 4.1 95 f I 1  3.3 2 0.5 
can0 e 3. con 3-h i drox i but j r a t 0  o p i ruvato. Loo dmrcop l  an- 
t e s  d in i t r o fene l  y FCCP no acalararon l a  resp i rse i6n  del 
estado 3 por encima del increment0 que produce e l  ADP. 
Efecto de insul ina sobre l a  funcidn resp i ra tmr ia :  Se 
inyecteron 2 l o t es  de rate. eon dos i s  de 8 6 10 U/dfa de 
insul  ina NPH de I iberacibn. tenta, uno de e l  10s racjta'id: 2 
dosis y e l  o t r o  4 dosis. k l  cabo dal t ratamiento re ssc r i -  
f i caron juntamente con an irnal es t e s t  igos .no i nyslctaduq y .  
se a i s l  aron l as m i tocondr la* de corarbn. , 
Los resul tados de un experiment0 t ipo ,entrs vstios 
coincidentes, muestran en l a  babla I V  que l a  i nsu l i na  " in 
vivo* es t i nu ld  I s  resp i rac idn dal estado 3 con w t  p u  d. 
sustratos ma1 ato-gl utamaaa, aumentd e l  cont ro l  *p i ~ e t o -  
' r i o  pero no tuvo efectos sobre l e  re l ec idn  ADP/B, 
": 'f." E f e c t ~  ds sstreptez&,c ins w,bre l a func idrr r c s ~  i re -  
t o r  ia: Para cubr ir 10s efaotas s oorto y 1 ergp p lazo  sobre ; 
-
l a rssp i rac idn de n itocondp i.8 c ~ r d l e c e s ,  ae con t ro l  aron 
pol  arogrdf icamente l os consutnos de oxlgeno durante e l  cur- 
so - de l a diabetes exper imrntal, hasta un mes. 
Tab1 a I V - EFECTO DE INSUtlNA SQBBE LA ACT1 VIDAD RESPIRATO- 
R I A  DE MITOCONDRIAS CAROIACAS DE RATA DBtos de una experien- 
c i a  en que se midi6 l a  resp i rac ibn  en e l  medio y tas condi- 
c iones descr ip tas  para ,I a tab! a 1 1. Sustrato: ma1 ato-gl uta- 
mato en presencia de malonato. Dosis de insul ine: 10 U/dfa. 
Consumo 
erx f gano C/R No Dosis P:O 
[ I  
(eat .  3)  , :A 
( n A ~ / m  i n/m~)  
Las medidas resp i ra to r i as  con malato y g l u t l s e t o  mues- 
t r a n  una disminucidn aparenke de l a  velocidad en e l  .stado 
3 al  2 O  d l a  de I s  inyocci6n del di'abet6geno, t s l  qiamu ob& 
servaron Harano y co I .  ( 1972) -en. m i tocondr i as hsp& i css de 
r a t a  
cont 
para 
IS aloxanicas en estado de cetos'is. En nuestro aaao, e l  
r o l  r e s p i r a t o r i o  y e l  ,fndice P:O muestran uns var iac idn  
l e l  a a l a del consumo de oxlgeno, con recuperocidn de 
10s n ive les  normales a1 4 e - d l a  de diabetes ( t s b l s  Y) .  
.Tab la  V - CAPACIDAD RESPIRA7ORI.A DE MITOCONDRIAS 8E CQRA- 
, ' ZON DE RATA DURAWTE LA EVOLUCION DE LA DIABETES. Rates in- 
,' . yectadas con estreptozotocin'a sol ubi 1 i zada en sakualbn de. 
c i t r a t o  a pH 4,s. Se midi6 e l  consumo de oxfgena de! esta- 
do 3. Sustratos: malato - ~lutamcrto. Tiempo: es ef t rans-  
cu r r ido  desde l a  dosis. La ra ta  de tiempo 0 es un bst igp  
i nyectado con c i t r a t o .  Resul tados con e l  e r r o r  standard. 
a) p>0,05 
Tiempo No de C. R. P': 0 
(dtas) 
Ensayos con 6stos y ~ t r o s  ustratos: 3-h i drox i but  i r a -  
succ [nato-g l utamato, co idad de l a  ''8 
funcidn resp i ra to r  i a  de1 miocsrdio en diabetes C$ar un mes. 
Un cambio es tad ls t  icamnfa signi f  icak ivo apareci6 en e l  
estado resp i ra to r  i o  4 cbccsnte l a  oxidac i6n del' aal  a to  y 
glutamato (p< 0,01), que en lets mitocondries d iabbt icas  
era 25% mas lento que en los *eat igos (tab1 a V I ~ ;  s i n  
embargo, podr la in terpre tarse quo antas que d isninucidn 
de l a  velocidad del estado 4, es demasiado a l t o  e l  dato 
de l as m i tocondr i as t e s t  i sos(43 nAO/m i n/mQ) en e r t a  ser i e 
de exper imentos, en re l se idn  e 10s valore's habituales 
en k i tocondr ias  normal ea, que se presentsron en I as t a -  
bles Ill y IV cuyos promedios 33 y 37 nAO/nin/ro seme- 
jan  prec i samente a l  va lo r  de l ar  preporac iones diebet j- 
cas, 
f-+:p. 
.F ,; q ;;-; - 1 'I,- .!-, 
Tab1 s V I  - ACT1 VIDAD RESPIRATORIA DE MITOCONDRIAS RE CORAZON I . 
EFECTO UE ESTCEPTOZOTOClNA A 30 n l A S  DE LA UOSlSz SQ mid i6  
- T 
l a vclocidad dc o x i d a c i ~ n  de sust ra tos  oxdgenos p ~ r  el consu- 
mo dc oxigeno, con I ,S mgede protefnas, E l  consuka de oxl-  - 
gcno en nAO/min/mg con l a  desviaci6n standard do l a  media. 
(a )p<  0,01 (b )p<  0, l . ~ond i c i oneh  corno en t ab la8  smteriores.. - 
Contro l Sustrato Conaumo de oxfgeno 
Estado 4 Estado 3 resp. 
blal ato-gl utameto , 
( 6 )  3. + Test i 90s 43, l  0 2,l 167,l - 25,7 
Diabet icos (7) 31.9-2,6(a)  142,9f  19.1 
3-h i drox i but  i r a t 0  
Tcst igos ( 1 1 )  2 2 , 6 * 2 , 2  39, l  * 3,s 
Diabdt icos (8)  25,s * 1,4 3925 * 3,f! 
succ i nato-gl utamato 
4.) 105,5f l2,5 , 253,8 f29,8 
DiabBticoa [ 6 )  116.4.f 9.3 320,l f16,8(b) 2,7 
C )  ACTI V I D A D  LNZIMATICI-$E LA 3 D (-1 H I D R ~ X I  B U ~ ~ R A T O  DES- 
HIDROGENASA CARDIACA 
La enz i m a  3 D (-)ht&oxibut irsto:NAD ox icbreductasa 
, 
catel  i za  l a  reacci6n rqreraible 
+ . 3-HB + MAD - -  Accrtoacetato + NAOH . 
La act ivided snzimltica f2 nsdida en el sent ido da 
l a ox i dac i6n 'del h idrow ib& i r e t o  con cant idades crec ien- 'a 
' 0,35 mg en incubac iones I sol, y las resul  t a b s  se *ex - 
prssaron en t d m i n o s  ds k i v i d s d  sspecf f  ica por ag de 
pro te fna m i tocondr i a l  . 
En t raba jos  pub1 i c a h s  , .  por d i s t  i n tos  l aborator ios  se 
menciona l a importancia t a pre  incubac i6n de .I a enr ima 
+ 
en presenci'a de reac t i vos  de t i o l  y NAD durants 7 a 10 
minutos, como r e q u i s i t o  p&a ~ e c o n s t i t u i r  e l  complejo l i- 
poproteico y u n i r l o  a l a  eoentima, en caso de p u r i f i c a c i d n  
de HBD de corazdn de bovino (durtshuk y col., 1963; N ie lsen 
y f l e i scher, 1973) o de h fgsdo de rata ( ~ o t t e r e r ,  1967).  
F isura v - EFECTO DE L A  INCURACION CON NAD+ SOBRE LA AC - 
TI V l DAD ESPECI F l  CA HBD EN bdIVOCQNQR I AS CARD I ACAS. En este 
exper imento se. incubsron a ' 3 ~  O C  0 , 2  mg do p ro te lna  mito- 
condr i a l  con NAD 2mM durante e l  t iempo indicado y en l as 
cond i c  iones deta l  l adas en Ati'todos. A p a r t  ir del, egregado 
de 50 A J I  de 3-HB 0,2 M se vegistr6 l a  velocided i n i c i a l  
de reacci6n. 
I 10 
T l EMPO (minutos) 
Con nuestra prepepm)&n ds enzima ~aociadrr  s l a  mem- + 
brana mitocondr i a l  , 3 m i ~ u t o e  de incubacidn con el NAD 
fueron su f i c ien tes  pard .permit ip su d i f us idn  y alcenzar 
l a mdx ima veloc idad de ,eeaecidn. La escase ac t  i v  idad a 
t iempo cero que se edv i4eir$e en l a f i gura Y puqdrr, cons i- 
dererse o r  i g  i nads por t,.># ax  i atenc i a de l cmpl e jo  endbge- 
. - 
L ' Efecto de l a  diabetes sobre l a  velocidad de reacci6n 
Te j i do  cardtaco: E l  efecto  produoido k b r e  l a  a c t i v i -  
dad de l a  enzima cardfacs, a 30 dfes de inyec tw,es t rep-  
tozotocina, es una disminucidn dei 508 con re4ddbn a 
10s t e s t  igos no inyectacbs. (Tabl a VI I )  
Tabl a V I I - ACTI VIDAD W1)D EN CORAZON DE RATAS D M T I C A S  
r- 
Animales sac r i f i cedos  30 d$ae despuds de una de 6s- 
t reptozotoc  ina. E n t r e  parentas i s  e l  n6mero de awsr imen- 
tos,cada uno de e l  10s con une prsparacidn a i s l a * b  de 3 
corazones. Sustrato: D L - 3 4 8  20 mM sue reprcsenta una con- 
centraci6n 10 mbl del idmearo D. La ac t i v i bad  enriarAtica 
se reg  i s t r 6  por apar i c i d n  det NADM a 340 nm en inmbacio- 
nes de 0,38 rng de protelnas, NAB ImM, 0,3 de kobnona 
0,4 ~ng albfmina, en soluc idn Trir -CIH SO mM a pH2 8. b i -  
ferenc i a  es tadts t  ica a l  taflsante s i g n i f  i c a t  iva: p( 0,001 
Act i v i dad  
Muestras especf f ica  . 
nruo l e s  NADH/m i n/mg 
Test igos ( I I ) 50.5 2 2.7 
E l t iempo que tranecupr i d  desde l a d e s t r u c ~  ibn de l as 
cd lu ias  beta del pancreas haste ev idenciar  e l  a f i c i t  de 
l a  HBD cardfaca "ar fa dca un animal a o t r o l  a las 7 dtas de 
ser i nyectadas, en nluy pocos ' rates se detect6 tt.uwento y en 
o t r a s  une l eve d i m  inudibn de l a act  i v  idad desh i d ~ o ~ e n a r a .  
A 10s I4 dtas, en a l ~ u n a s ,  r a t e s  a fn  no hub0 cambios de l a  
act iv idad;  a 10s 30 dfas, con@ se v i 6  en l a  t a b l a  V I  I, l a  
d i fe renc ia  fue amp.1 i a  en tadas 10s r g s ~ =  medidos y con a l -  
b) Tejido hephtico: & l ! $ i C i e ~ n  unos experinentoe adicio- 
on mitocondr ias .kPefgbt icas para re1 ac ionarloe con 
l o  ultados en e l  cspai6n de los miamos an imales, con- 
f i rmando l os datos p re i i os  de Rol dan y .  co I. ( 1.971 ) sobre 
dism inucibn de a c t  ividedn;'inriinbt ica en l as m i tocandrias 
de perros pancreatectoairbdos, y 10s de V idal y - 1  . ( 1977 
a) en las mitocondries asnlcadao de re tas  con tratamien- 
t o  de estreptozotkcina. . 
La di ferencia en l a  vsloeidad de reacci6n de l a  enzi- 
ma d i abet i ca es, mds acentuade en rn itocondr i a hap& ica que 
en cardfaca; en un expep imento t fp ico l a  act iv idad fu4 de 
control  es. 
L 
Respuesta a l a  insuli'n'a " in vivo": E l  t r&-/snto.eon 
insul ina'de r a t e s  con 30 dtas de diabetes pare !a re l r t i tu -  
c i6n de l a  act ividad.de HE@ ce~d laca  d i6  resu l tacbr  par- 
cialmente pos i t  ivos. 
Tabla V l  l l - EFECTO DE IMSULINA "IN V I V O w  SOBRB IfB DL MI 
TOCONDRl AS DE CORAZON D ~ R A T A  bl ABET~cA Act i v i M -  +.hi- 
drogenasa en nmol es de NADH/min/mg de prote fna c s ~  e l  e r r o r  
standard, promed io de 3 .ewer irrcentos. Cada expe&-iwmb cs 
I 
un promed io de 2-3 coraxongs prgcesados simul tdnkbarents. 
Dosis insul ina NPH' 8 U/dle, que se. administraron 3, 7 y 
15 dfas antes del exper imento. Condiciones del emay9 en- . 
r imttt ico eimi lares a l os  de l a  ksbla V I I .  
N o  'closis Act ividad anzimtltica Tost igos D i abet i cos P T. 
--.--. 
, *-  - 
r;? ", 
Se inyect6 a cada p6Ca une*doais d i a r i a  de i nsu l i na  a h  
de 8 U, que se commzd r e ~ i ~ o n e d m e n t e  3, 7 ' y  15 dlas an- 
t e s  de l a  experiencia p a d  sc lc r i f i ca r  10s animsl'es y s i -  
multinesmente l o s  testt igas no disb6t icos  inyectedes de l a  
misma forme. , 
E l  grado de l a  r e s p u m a  se ~ e l a c i o n a  con, la @anti- 
dad de dosis recibidas, r e a s  diab4t ices  con 15 &.is 
de i i.rgu l i na pasaron del 54% el '79"R,e 1 a ac t  i v  i dad d8 no 
d iabet icas  tambiQn con 15 dfas de t r a tam iedo .  En l a s  
* .  
r a tas  no d i a M t  icas, puede observerse en l a tab1 e V l  l l 
que l a act  i v i dad desh i droganazls no f u6 .est imu I ad@, y 6s- 
t e  es un resul tado tota lnenke opuesto a 10s de SBhlfer y 
. Nligel ( 1968) en m i tocondr i s hepbt i ca, . qu ienes darpe4s de 
4 dfas de t ratamiento insu l fn i co  v je ron  aumentada CO ve- 
. a  ces l a ac t  i v idad  HBD j un to  con I a de o t r e s  act  ividadec 
mitocondr ia les.  
L i berac i6n de l a  ac t  i v i b d  en l a  membrana y estab i  - 
l idad de l a preparaci6n: L q  ear ima se encuentra en l as 
crestas m i tocondr i ales  or isn tada hac i a  l a cara in terna 
y no es acces i b l  e a1 NAD externo ( b k l  n ty re  y cot., 1978). 
Se ensayaron d i ferentes n@to&s de permeab i l i zac idn de 
l as m i tocondr i as normal os y d i a M t  leas: 
I ) Congel an ientos y dcsconsel im iantos suces i vos de l a 
- - 
suspensi6n m i tocondr i a l  , ys descr ipto en e l  c a p l t u l o  de& 
" Q 
MBtodos. A p a r t i r  del 4' c i c l ~  de congelamiento se alcan- 
26 l a  velocidad maxima can valores reproducib les y e l  
&mento fu6 para le lo  e n  frakcionss a is ladas de r a t e s  con 
diabetes por e s t r e p t o z ~ t o q i ~ b  y r a t e s  cont ro l ,  a medida 
que aumentaba l a desorgan i zapidn de l as mernbranao .m i t o -  
condr iales. (f igura V I ) . , * L B  forma unida a membrana es 
muy estable y i a ac t  ividad pu& medirse haste 4 6 5 se- 
manas despuds de su prepaeac i6n, menten i6ndo l a congel ada 
a - 1  5 O C .  Este mGtodo br inds les ventajas de su rap id0 pro- 
IIB k& :!p.;, + _  " 'p , : - 1 -,as* tip I 
- 
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cedin iento. es tab i  l idad. y ~aproducibi l i dad  de l a8  oedidas 
enzimdticas. Psrmite e n u y e r  sf cmaportamiento de i s  anz i - .  14 - - 
ma s i n  oeparar l  a ,del  c o n t r i d s  i n t r h  i tocdndr  i a l  con el 
que ~ n t e r a c t d a  en l a  mi f6mndr  i a  i n tac ta  o en l a . c 6 1 u l a t  
3. ' 
. muy importante por  l a  u.(& con el NAD . 
Figura V I  - LIBERACION M - L A .  ACTIVIDAE); IiBD CARDIACA EM 
L"'0CONDR I AS ENTERAS. o ~ e t ~ s .  
- 
Los resu l  tados son e l  proaedio de 2 exper iencias c o i n c i -  
dentes que se d e s a r r o l l a r o ~  lasi condic iones de Ja t s -  
I 
I 
2) Clloque osmbt ieo: cuanch  l as m i tocondr  ias fueran ekpues- ' .I 
tas hipotonicidad on fasfoCos 20mM para  l a  exp&@s36n de 1 I 
I as mombranas I s act i v  idad ~asul tanka fuB muy b j a ,  y en . .I I 
muestras d'i abet i cas, 40%:laendr qus en t e s t  igos. 
Por expana i6n de f as mitoconsir i a s  se ronrpe E'a membra- 
na externa y so se'pora pc~~%is$lwente; l a  mearb~ana O n t o ~ n a  
. queda formando "fantasrnago y m a  pequeiia p r o p w o  i6n de 
r u p t u r e  es l a  respqnsable 'de l a  ect ividad .madida ( t e b l  a $9 1 
I X ) .  
3)  V i brac  i c n  s6n ice: cuande se mineten n i tocondr  iss intac.0 
45 
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?abl o I X  - EFECTO DE ESTR&P$@ZQTQCJWA SOBRE LA ACVlVlDAD "-' 
tIBD EN MITOCONDRIAS CARD bEiCAS DE R A ~ A .  Resut tados a 30 
dlas de diabctes.~i tocondr iae aisladas y somet idas a d i -  
versos proced i m  icntos de prs~meeb i l i zac i6n scg6n se data- 
I l a  en el texto.  Ensayo epsimbtico en iguales condiciones 
que en tab la  V I  I. 
Tratam i cnto Act iv idad especff ics 
de l a  f racci6n (qm I es NADH/rn i n/mg) 
m itocondr i a l  Normal as 0 i abet i eas 
ll ipoton i c i dad 17,5 . 
Cong. y descong. , 56,4 15,s 
t a s  a tratamiento ultrawSnico, , la desintegraci6n de sue 
membranas produ'ce pa r t  fcul as subm itocondr i a l  es en I as 
cual es 10s fragmentos ds memb~ma interna se ael I* en 
sus extremos. Los cambios de presi6n producidos p w  e l  pa- . 
sajc de son ido a t raves de l a  auapensibn de mi towndr ias  
forma cavidades (fen6meno cia eavitacibn) del orden de 10 
de didmetro qua aumentan de tame50 y f inalmente se colap- 
san produc iendo vel oc i dadsa y pras isnes muy e l  cvadss que 
dan o r  igen a l a ruptura. La Iartecal ided de I a .membrana 
queda inver t  ida y 1 a cara interne ~xpues ta  al medio de re- 
acci6n. Por este procedimjento 40s siCios act ivos de la 
enzima se hacen porfectamente accesibles y so supone que 
queda evidenciada toda l a  ac.2;ivibad l a2;snte de HBD y co- 
tno sc ve en l a  tab la  I X  l a e n z i m s  diabbt ica mantiene e l  
el. SO$ dc di feroncia con l a  act iv idad normal. 
,7r . 
La act iv idad especlficg se.ruf isro en este c a w  a mg 
de par t fcu l  a suhi&cond&ial,  que ertA enriquecida an un 
207; de mator i a l  membranoso respecto a l a  mitocondtie en- 
. . 
t e r a  por p6rdida de eomponantes rscslubles de l a  matr.iz y 
fragmentos de membrane exearna, durnntct l a i nve,rs i6n de l a 
membrana. 
.Efocto do c i s t c l n e  sobra; la set  i v i d r d  enz imdt icet 'kenzel 
y liammes (1973,) determinsrofi por anal i s i a  l a  a f l sp~o te f -  
na ex t ra fda de m i tocond r l s i  de .corazbn de bovino, 6,2 re -  
siduos de c i s te i na  por c a h a  pol ipeptfdica, y h!isa y 
t 
Lehninger ( 1  962) demostra&on que hay Qrupos c i s t d c o s  que 
en alguna medida i n t e r v i ~ n  an I b  un.icSn de l a  ensima con 
e l  NAD e i nc l  uso presentan evidancias de un grupo d i t  i o l  
la 
act  i vo (ver  tamb i dn Sekuzu y col . 1963). 
- 
-" '.qm En l os mt5todos de pur i f icac i6n desarro l I o&e por  d ie-  
t i n tos  l aborator ios l a  entima' se sol ub i  1 iza y p r a g i g i t a  con 
sul fato de smonio en prssenoia de ool r t o  (Sekuzu y co1 .1961.) 
o a pH e l  evado ( ~ o t t s r e r ,  ' 1  967) y dsben incorpore~se du- 
ran tc  e l  freccionam icn to  ~ e s c t  ivos pro tec tores  de t i o l  , que 
tamb idn son requor i m  iento &sol uta e inespeci f  ico para l a  
ostab i l i dad y act  i v i dad de l a  anz ima reconst i t u  t&, 
Se in tent6  una prusba de rovers i6n del defkt$a de l a  
tI de r a t a  diabet i c e  con c is te lna ,  en el su - 
P de var iac i6n ds l a  reac t  i v idad  de 10s. g~upos  
sul f h  i dr  i l os l i brcs en el csnf ro a c t  i r o .  En nueatpa prspe- 
rnc  i6n cruda, con act  i v  i dad l igsda a I a membrane, n0 tw 
observ6 e l  e fec to  p ro tec to r  + l a  c is te fna;  t a n t d  em las 
in i tocondr ias  diabOt icas corn test i ~ o s ,  l a  ve loc i&d de 
reaccidn no fuB sst i inulahle por c i s t a l n a  50 ntl:!. , 
Tabla X - EFECTO DE ClSTElNA SOBRE llBD EN MlTOCONBRlAS 
CARD I ACAS. Act i v i dad espec5f i &a,' proa~cd i o  de 8 d&os 
e r r o r  standard. 3-118 10 mM, MAD 2 mL1. Cis te fna en mlu- 
c i6n  Tris-CIII a pll 8,O. Rstas con 30 d ias  dc diab*tcicl. 
-- ----- -^-" .. .".-------I... 
Med io standard ' Velacidild cnzim&fcb ( nrno I cs NADll/m i d m g )  
Test inos D inMt  icos 
- 
con c i s to fna  50 mbi . . ~ 5 0 ~ 1  f 3,3 25,9 * ( , 9  
s i n  c i s te fna  48,7 * 5 I 24,2 * 1,7 
I 
Efecto do1 pH sobre.,:&& - . veldcidad de reacci iq :  Se midie- 
ron  I as act  ividades enzi-icas en mitocondria. da r a t e s  
diabOt icas y t e s t  igos vars&rn& sl pi4 de la mezcl e de reac- 
c idn de 6.0 a 9 . 5 ,  con l o  inzima .sturade. 
'Figura V I  I - EFECTO DEL fN?E LA REA@C ION Ck7k.I ZADA POR 
I-l BD CARD l ACA EN &E!.IRXANA OC~N' I ALES Prepa rd@i~n  i - 
-- 
rndt ica de m i tocondr ias  r e g s ~  por 3 c i c l o s  de c o n p J  stnientos. 
0,39 ng de protefna,NAD 2 i rW,  3-148 I 0  mM.por tubo.0tros com- 
ponentas corn0 en I a f igupa V.eTase i~os.oDis&t isos de 30 d. 
Y 
l- I I 1 3 .  
~a f i g u r a  ' V I  I da et reeul.t;ado die 2 curvas con mese- 
t e  de act  i v i dad ndx irno i$ pH 7,'$-%,0. Se destaca una zone 
paral  e l  a en el p e r f  i l de anbe. durvas con una .d i fe renc ia  
constanfe dC 20 nrnol os/minjmg an l a  rona da pll 7,s  a 8 . 5 .  
Los p r  imeros cstudios do l a  snzima en mitocondr ias  de 
corar6n de cerdo en 1937 6~ Grs?n, Dew 
minaron el p~ 6pti.o 7 , 3 . . O t ~ s  i n ves t i  
a pH mds alca l ino ;  ~ o t t e r r - ' ( 1 9 6 7 )  an t re  7 ,s  Y 8 , 5 y  Lehnin- 
ger y co l .  (1960) ent re  8-50 y 8,s;~ para e l  sent ido inver- 
so de l a  reacci6n a pfl 7,p .. 
L - 
E f e c t o  de l a t e m p e r & m  mbre l e ac t  i i r idad m.zimbt i ca  
La dependencia de l a  velooOdad de reeccidn con l a  empera- 
.-. 
t u r a  responde a- l a ecuacibn qmpfr i ca  de Arrkenius: 
' T: 
' ,j I n k  
- = 
E 
dT T2 
y a p a r t i r  de su r e m l u e i d n  
Figura V l l l  - Ef%CTO DE LA YEHPERATURA SOBRE LA ACTlVlDAD 
HBD CARDiACA DE RATA DlABEfIGd Grdf ico  del logari tmo natu- 
r a l  de I a velocidad i n  i c i a i  errpresada como var iac idn de 
absorbanc i a a 340 nm por m~ de gro te  lna m i tocondr i al . Las 
preparac iones enz imbt icas se i ncublrnron con l a coentima y 
demas componentes del media de reaccibn, t a l  como se des- 
. c r i b i d  en e l  tex to .  A:d isbb&i~as.  B: tes t igos .  
.pu& calcularse l a  e n e r d h  6 ast ivac idn aparentq d. l a  en- 
zima de miocardio de radeh-' 
por mitocondr ias  de r a t q  #isbet icas y no diab6t  icas  a 
d i s t  i n tas  temporaturas d;b . . 1'~ubacibn ent re  6 y ,36 OC. La 
representaci6n del l o g ~ l ~  de e m  veloc idad en funcidn 
de l a  inversa de l e tem&.tura absol u ta  d i6  un par ds 
rec tas  p rdc t  ihanente parateta*, canro se observa on I s  f i- 
gura V I  I I . E l  va lo r  de la efie~gfa de a . ~ t  ivac i6n ds ceda 
muestra enzimatica se c a ~ e u ~ d  a p-ir de l a  pendisnte, 
que d i v i d i da  por 0,219 quechL qxptessa-da en c a l o r l m  por mol . 
La energ fa de act  ivac i6n de l a betah i drsx i but i ra to -  
desh i drogenasa en m i t o c o d  Eaar diab&t, i  cas de corazbn es de 
8700 cal /nol  ; 9260 cal/&l  ir ds lo. t e s t  igos. A m b s  va- 
lo res  son cercenos a l o s  qW WI eenocten de e s t a  enzima, 
que fub medida por  Lenar y -1.  f 1972) en mitocondrias de 
coraz6n de bovino: 10900 cat;C'~kol, y en p e r t f c u l e s  aubmi- 
tocondr ia ies  de hfgado 8ar r&a par L a t r u f f e  y Gaudemer 
(1974) y por Vidal y co l .  f.1918 a) con 10s s i gu ien tos  re-  
su l tadoe: 1 0000 y 1 1 200 ca&#nol, respect i vements. 
La be tah id rox ibu t i ra to  dedhidrogcnasa, como l a  mayorla de 
l as desh i drogenasas dep@ndientes del 'NAD, responde a un me- 
can i smo B i B i ordcnado con .e l  NAD como pr imer sus.treto que . 
,. .!= 
se une a l a  enzima y lADH el l i l t ima  product0 1 iberado. Sh 
puede representar en fop- g~dfita seeun l a  noteci6n de 
NAD HB AcAc MADH 
D a  acuardo a1 desap&# d. c i n & t  ica de ~ ~ c i o n e s  
enz im6t icas de Cle l  and, &&PO .par6netros son necesar i os  y 
-. 
euf ic ientes pars describjl',!,i)s c i n l t i c e  de os ta  rsocc idn 
' i a M D  '' y ~ y ~ ( c o n r t a n t s  de di-  con dos sustratos: Vyaxd?tk K~ 
sociaci6n del c ~ m ~ l e j o ) . ~  . 
En e l  caso de las psg&$ionas ordenadas, est8n r e l a -  
c ionadas por l a s igu iente  $quac idn de vel oc idad nara con- 
. . 
dic iones de velocidad initial : 
En l a repyesentac i6n ,& L ineweaver-Burk de l as f igu- 
r a s  I X a y b, sc observa l a .  Pam i l i a  de curvas obten i das de 
l as mad i das de act  i v  i dad wt imbt i ce  en muestras test igos 
y d i abbt i cas con' m i toeondr i as conge l adas y desconp 1 edas 
sucesivamente 5 vcces, en si sr$f ico de dobl e reclproca. 
La concentrac i6n del su8trako 3-h i drox i  but  i r a t o  vsp i d  
en t re  0 ,7  y 5 mM en cada recta, y l a  concentracidn del NAD 
qued6 f i j a  en cada r e c t a  y tom6 v&joroo de 0.1 a 2.0 nM. 
- 1..  
*; :, :.'\= En l os puntos correspondientes a concentrecianes 
* ,  
.:'.*:' a l t a s  de 3-118 pudo detectarea u6 efecto  i n h i b i t o r i o  en l a  
* 
act  i v  i dad de 1 a enzima c o ~ & s b l a t  a l as solos preqontes . 
: +-:..,a 
en e l  medio, dado que e l  a&trato como sai s6dicb aumeii;' 
t a  su concentracidn. En @&as. ~ B S O S  I as intersecciones ss 
c s t  imaron cxtrapol  ando l a .  t fnea di,bujada pe'ra 10s puntos 
a =  
de bs ja  conccntrocibn. Con qpi icoc idn do1 mdtodo do 10s ', 
cuadrados mln imos para l b  cornpensac i6n dc 10s er ro res  se 
C 
determ i naron l as i nterseecioneg y pend ientes de l a& rac- 
t a s  en las f i gu ras  I X  a 'y '  b, qhe responden a l a s  siguien- 
t e s  ecuac iones: 
.- 4 
f i ~ u r a  I X  - ACTIV~DAD HBII-EUIDIACA M RATAS DIABET&AS EN 
FUNC l ON DE LA CON~EMTRAC~DN..  bE SUSTRATO. GrBF ico de dobl e 
- 
recfproca dc l a  velocidad jt$iciel de rsaccidn en funcidn 
de l a conccntrac idn del 04-h'idrox ibut i r a t .  La concontra- 
c idn d r l  dc NAD, sustrato e i ~ a ,  f igura al extretno ckh cisda 
recta .  Condic iones esxper i.hqnntal esj ver el  capftulo de M8- 
todos. a ) ~ a t a s  control.  b)~*taa  can 30 dfae de diekkes. 
I 1  
Trasl adando l os resul t&s de intprsecc iones  y pen- 
del grdf ico I X  a u s l ~  nusre representaci6n .en fun- 
c i6n de l a inversa de la  caacantraci&t de l a coenrime, se 
- 
obt ienen l as rectas secunda~ias que aparecen en I e f igura 4 ,q 
X a y b, de cuyes pendientea e intsrsecciones se calcula- # i F -  
ron lo. paremetros c in6 t  ices buscados que f igursn en l a  
t s b l a  X I .  
Tabl a X I  - CONSTANTES C I  N&f SCAS 'DE L,A ENZI MA, 3-11 IDROXI BU- 
TI RAT0 DESli l DROGENASA EN M lT.QCONDRl AS DE CORAZON BE RATA 
Mitocondr ias ro tas por 5 c i c l os  de congol arnicntos. La pre- 
parac i6n diab0t i ca; a p a r t i p  de 12 clararones do rates con 
diabetes de 30 dlas pop &gig de estreptozatocins de 
65 mg/kg de peso, y l a  prFmraci6n test igo: e p a r t l r  de 8 
corarones de patas control  ;'.nyectadas con c i t r a t o  pH 4,s. 
O t r a s  condicioneo de I s  rn4d.d~ 1 88 deCerll~n an Mb~edor. 
. T$8TiG;OS IJ IABETI  CAS :J dc T 
----- 
s .  
. .. Sc destaca una diferenci(ir,. importante en l a  constarrte de : 
- m. - "  Michael i s  para c l  EIAD, qwe. &s 817 I as mucstras diebGt ices I :.. G- 
2,G vcccs mas ol t o  que en los controles, reprodueiendo e l  i- m 
intersecciones de lag re&* drb lea f iguras I X  a) y b),en ..; 
funci6n de l a  concentvaci$n $el suatrato f i j o  MAD* - I ,q 
Ratas control . Q Rartea dl&+bt icas (30 dlas) 
I 
. I  
I I I I F ' i 
mismo efec to  que detect* .Vidal y col  (1977 a) l a  
enrima de hfgado de r a t r e  lt.tsia;adas can mtreptozotoc ina.  
La velocidad m & x i a ~ ' & : l s r e a c c i d n  > .  gn e l  sentido de 
I e ox idec idn del 3-11 i+d~;'but irate ea 35% m h  l enta en 
1 
. r a t a s  d iabdt icas qua en&malas,  '. . y l a  a n s t a n t e  de M i -  
chael i s  para este sust ra to  .@a t m b i 6 n  35% msnor. Le cons- 
t a n t e  do d isociac idn dep, earrpf e j o  (E-NAD) crs bestsnte pr6- 
. xima en l as 2 muestras; 18s mayor en r a t a s  d iab6t  icas. 
d) ACT l V l DADES EM 2 l MAT l CAS EM MMBRAMA l NTERNA 
Part.; endo do 1 as d i feranc i as. a detect adas en f e act i - 
v i dad cata l it i ca de I a betah i d~o-rc ibut  i r a t o  desh i drogenasa 
cardlaca de rd taa  d iabet icss, se '&term inaron I as velo- 
cidades de reacci6n de enr i i i iw  ce rec te r f s t  i cas  ds l a  mem- 
brana interne: c itocromo 5 ox i  dasa, succ i nato desh i droge- . 
nesa y NADM desh i drogenesa. 
Act i v i  dad c itocroffla dx idass en m i tocondr i as  cardfa- 
cas - Deterrninacidn de l a  velocidad i n i c i a l  de r+ecci6n 
-
cata l  izada.por mi to con drier^ Ppamgntadas: Esta anzima, a l  
igual que o t ras  ubicedas l a  nwbrana in tarna a i tocon- 
dr  ial, no reacc iona con el oustrat& cuendo l a m i tocondr i a  
este entera. S i  se someten 16e fraccionos mitocondr ia les 
frescas a ruptura  do sus eersbrenos B e  l i b o r a  l o  actividad ' 
" la tente"  con pOrdida del mabr ia l  do interrnembrana y .me- 
c r  i I. Parto del c itocroam 2, que er e l  componente mas 1 8 -  
b i I de l a cadona de tran-rte do a! cctrones, pueds sopa- 
parse o a1 tcrar- sir unibh don el sistoma de citocromos 
(Ba r ro t t  y col . 1976); para e l  cnssyo .espoctrofo~sm6tr  ico 
de act  i v i dad cnz imbt ica' od.ic ion6 c itocaomo 2 -sxtsrno. 
Una manera sonc i I 1  a de l ibepinr I a act i u i dad- y yue 
provcy6 mucstras adccuadae para 1 ~s medidas de ta HBD car- 
diaca cons is t i6  cn congelap y descongolar repat ides ve- 
ces l a  suspensidn mitoco&'ial. ;Se dsterlnind l a  ~ i v i d a d  
c itocromo ox idasa en fr& -. j$mas mitocondr i a l e s  con este 
t ratam iento y e l  de c h o q d  ico ( P a r s ~ n s  y W i l 1 iama, 
1967) en igualcs condici&@ ds ensayo enz iml t  ice; 10s 
resul tados en l a  tab1 a XQ demuestran l a  a f e c t i v i d a d  de 
este G l t  imo p r~ced im ien ta  mn una velocidad de reacci6n 
qua dup l i ce a l a de I a nudtriii conge l ada 3 6 4 vecaa. Se 
expl ica que e l  compl e j o  de fa  oitxcromo oxidasa, de im- 
por tante  tamafio y que a t rav iesa de una'a o t r a  cars  l a  nem- 
brana interna, r e s u l t e  sureqpt jbla a 10s dafios prop ios  del 
na te r  i a 1 b i o  l6g  i co somet i Q a conge l am i ento. Con l a sxpan- 
s i6n  h ipotdn ica de l a  mifocancbia e l  c itocromo c sxdgeno 
accede a su s i f  i o  en e l  lado c dar !'a membrana in tarna que 
queda expuesta despues de Ea puptura de l a  membrbna exte- 
r io r .  Qomo l a i ntkgr  i dad de I s nembrana p rdc t  i cmente no 
se a l t e r a  por este. m6todo &st& f a r ~ r e c  ida l a  ac t  i v i dad  de 
citocromo oxidasa en memb~ena interne. 
Tabla X I 1  - ACT lV lDAD ClTQCaOMO C OXlDASA EN MEM%RANAS 
MITOCONDRIALES DE CORALQN DX BATA. Dos tubos con el sedi- 
rnento de 7700 xg, f racc idn  .dg mitocondr ias enterap, se 
- 
suspendieron: uno en sacaroaa 0,25 bl para sometc~lo a 
congel am iento y descongel amkeato, y o t r o  en fosfatros O,02 
M durante 20 minutos. Se ,mididl a velocidad de ox idsc i6n 
de ferpocitocrono - c 14 JJM p&r e l  ndtodo de Smith (!954). . 
Tra t  am i eneo Activ.especFfica 
de l a enzima . (umo 1 os c i t / m  i n/tng) 
I4,ipoton i c i dad 0,9I ' 
0,50 ' + I congel am iento 
?t + 2 .  #8 
W 
0,47 
+ 3 n 0,22 
Con~e I  am ientos: 3 0.43 
. 4  0,49 
5 0,20 
6 0,24 
. - 
ir 
La cant i dad do prot.lns mitucondr i a l  en csdd 
i i  
3 a 1 5 ~g/ml ,  ee aprop id. para obtener una. respuesta I i - 
nee1 del cambio da a b s o r ~ b i a  fon e l  tiempo en lo. p r i -  
. C 
meros minutos, y que l a  rct@ccibn se complete en 'aproxima- 
1 ' \ .  damente 1 0 m i nutos. * , 
La preparac idn enx.im& /c& d$ m i tocondr i as e w n d  i das 
es re1 a t  ivamente estable s 0-4 @C, I a act  i v idad  p b r s i s t e  
durante una semana, pero se inhibe s i  se l a  lleva B -15 
O C  hasta n ive les  equivalem.trgsat tcatstniento , . direceo de 
congel amiento y d e s c o n ~ s l a w t e ~ o ,  ( t a b l a  X I  I I). 
Tabla X l l l - ESTABIL IDAD DE , L A  E ~ E l M A  CITOCROMO OXIOASA 
EN MEMRRANA MITOCONDRIAL bE CC)RAtON DE RATA. Medida de l a  
ox i  dac i6n ererob i a  de f e r r o c f t ~ e ~ o ~ w  & 14.,uM a 550 nm, ca- 
t a l  i zada por  m i tocondr ierg m~ t ratamiento h ipotdn ico segGn 
se descr ib i6  en e l  t e x t o  de.19 t a b l a  Y I I ,  en idepaicas 
condiciones. E l  t iempo corrqepnde s l o 8  dfas..corr idos 
desde e l  momento do prepepee ibn cb l a  pro te fna act iva. 
T i empo Act iv .  espec l f i ca  
(dfas) (lumo'l es c i t / m  in / mg) 'r ' 
2 l , l 4 .  . 
La ac t i v i ded  despu4s de 2 ssrslenes, cono se observa 
l a  t a b l a  X f  I I, es suaramente escase. 
Cin6t i c s  de l a  reacci4n * CjSculo de l a  conskante k:ap 
ve l oc i dad i nstantdnea de una reacc i6n enz im6t ica puede 
resarse .como funci6n fwe@apoional a 1 a concentreci6n vq :  
. . 
sust ra to  quc determ irk l a c in& i ca 
C e  rustpato i nuo f u c s d  
k= constante c in4 t  i ce  de l a  
rsaocidn 
, , <  
, 
"y, ' 
'! ..*+ 
A .  . 
. W * y G L  > , 
- La acusc idn ante#- h#&$$ su fwma logar ttr<o.' - .  
ro 
j- "Y 
- ;.k. . I 
_ _  -- - I 
loo[- ] loo s.* n log c 4 1 )  
' 4 -  
representa l a  ecuec i6n *'ma recta cuya pltndienke da e l  
orden n de l a reacc i6n y -1  b ordnada al o r  igen pepmite 
ca lcu la r  l a  constante cin4tiea k. 1L- I - 
+ La exper ienc i a  dcssprwl la&' para la determine ibn  
. . 
de l as correspond ientes conatante  de l 'compl e j o  
.-.. 
i- 
co de l a  c i t o c r o ~ o  o x i d s u  en la. membranas de i:tdcbn- . 
dr ias  cardfacas de r a t a  c i rnsiet ib en ' l a  incubeclbn'de 
una solucidn 33 yhl: de Eert*~ei&oc~smo c con 27 p g  @h ma . 
ruepens i6n de .n i tocondr ias con b,qena 'act i v i dsd  ~ e ~ a l j *  iaa 
y se r e g i s t r 6  l a  velocidad i$s axidaci6n del sus%pet~ .n 
- 7 
-- 
. . -  
presanc i a. dc oxfgono. E l  trsroda c ~ ~ e c t r o f o t o m ~ t ~ ~ ~ .  $s . 
I a f igura X I  muestra que con bsa eoncentrac i6n i n  ta.ia1 
,! 
- : 
! -,Ir de sustrato l a  diuminucibn de absorbancia a 550 np e+ 
4 Y 
- -  . , rdpida y se puede apreciap pop 91 asreisado do .Fsrr-3~irr- 
. 1 1  
nuro un sa l to  mfnimo de ex t inc idn  para complctar , l&.axi -  
daci6n del suatrato. E l  g r & f j m  inset-to en l a  f i@sa X I  
es l a r e c t  i f i cac i6n de osa cucva par. su reprsssnm$16b en 
. . 
escal a sem i log, que; conf i m a .  una c in6 t  ica de p r  i n r ~  arden 
para esta reacci6n. 
Graf icando l a voloc idad instantanaa do ox  idscibq del 
sustrato cn runci6n do su ajncsntrac i6n instantdnea en cs- 
ca la  logerftmica sc ohtuve l o  rec ta  de l a  f i g u r a  X I I ,  de 
acucrdo a l a ocuac idn ( I ) , l a pendientc = 0,94 . w r r o g -  
pondc a un ordcn da rcaccidlt aprorimodarnenta I ,  
Para deducir e l  velep. dP l a  constante k as %Wrap016 
. .  . 
hasta una concentracit5n dcr cito~romo=l  o sea l o ~ i t r s o - 0  
cuando seg6n 1 a ecuac i6n (,I,) A C,,  k,  ~a or&n&a en m 
punto resu l t 6  3,4 s i  l a  widad de tiompo dc l a  velocidad 
58 
I 
.2. 
cia raacci6n era  e l  n inutdr y pardndolo a wgundos . 
. .- 
8 1.. forma i ntegrada de l e h g k i b n  d i f e ~ e n c i s l  que +mencio- 
Figure A I  - OXlDAClON DE FERROCiXQCROUO C C A T A L I W  FOR 
M l TOCONDR l AS CARD l ACAS DE RAfA ' .  As@ i skro espectrof~tom6- 
t r i c o  a 550 nm de l a  oxibacf6n,da oitotromo 9 re*Cfdo 
33 NM, con 27 #g/ml de protelna mi$ocondr ial  ,. en eon- 
dicioncs detal ladas an el oapltulo & nbtod~~s.  E l  Vfi- 
co i nserto muastra a l decroc i m  i ~ R t o  logar f t m  i co difte con- 
centrac i6n i nstantenea del sustrato en func i6n d&.f i ( x n p .  
La concsntracidn de sustpsto em exprsse como d i f h t i s  .. 
ds absorbancia A an un ti- dado y l a  abaorbanq&+l y , _ - -  
c i t & c r ~ a o  totalmenta oxidada:.~ ouando se agrega . 
' % >. -;cia- 
nuro de potasio al  medio da. rsspcidn. 
que se resuelve sn t re  I&"l fmites t y t 2 I 
2;3 ( l o g  CI - l og  5) 
k =  w ,  
t . v  
, . 
De acuordo a l a  eebeqzibn -. (2) l a pqndiente da l a  recd 
t a  de l a  f i g u r e  inss r ta  ~4 Is X I  n u l t i p l i c a d e  POP 2#3 da 
e l  va lo r  de k- 0,057 so0-' qus coincide con e l  oalculsdo 
por e l  rnbtodo g rd f i co  de l a  fjgu~a ' X I 1  
Figura X I 1  - RELACION ENTR~..VELO€lDAD BE REACCIQN INS- 
TANTANEA Y CONCENTRACION DE SUSTRATO. Roacci6n ca ta l i za -  
. m 
, r b  " - J I '  
. - 
I 'i 7 '  . 
cia por  citocromo 5 oxidasa en mitocondr i a s  de cor'ar6n de 
r a t a  a pH 7 , 0  y en las condiciones de l a  f i ' g u ~ e  X I .  bib- 
todo gr4f ico pare determiner orden y constante de reac- 
c i 6n  s e g h  l a  ecuaci6n (I) nn sl tex to .  
. . 
0, I 0 , 2 .  0,30,40,5 'I, 
( f o r roc  itocromo - c) 
4 ,  
JI . 
,: 
Smith y Conrad we l a  cLI&t6n - - , .  , 
c a t a l  i zada po r  osta  m i  t o c o n d ~ ~ i & t s  de
*#,4 ><-st$ 
corazdn o p o r  l e enz i m a .  @g~$tqf9aBa es de pr imer or"&n :res- 
pec to  e l  sus t ra to  y qua i!'3Nslok da ('a constante 'do v e l o c i -  
I 
:dad dimt inuye a l  eievsrt@j:%k -,# W - w ~ n t r ~ i b n  t o t a l  Q- c i to -  
. . 4 ,  
cromo 2 ( ox i  dado + r e d k ~ d p e  i:n ' al i n  i c  i ersa l a red tc i6n .  Ve- 
. < 
r i f i csmos l o axpues+o pee autore. con nuest,tra prapa- ' - $  
r a c i d n  de enzima, midiendtit , .  , valor de k can concentracio- 
' nes i n i c i a l e s  de ~ i t r r o ~ & ~ ~ $ d ~ ~ i &  en csda e n w y o  en - 
t r e  4. y 28 AM, y 10s ~ e s u f ~ c b g  156 muestcan en I a f i49urar 
F i a u r a . X I I I  - EFECTO DE LA CQYCENTRACION INlClAL BE SUS- 
TRhTO SOBRE LA CONSTANTE CJNLTICA DE CITOCROMO C OXtDAS4 
Se m id i6  l a  acCividad de f a  enzima unida a l a s  cparstss , 
d e  mitocondr ias  de corazdn de rate en las nrismaac mndi- 
c iones que se de ta l  l aron en el  c a p f t u l  o de m6tod~#, va- 
r iando l a  concentrecidn de f~l lapocitocromo g inicfd,- En 
cada exper ienc ia  se u t i l  i z6  0,009 mg de p r o t e f n a  ectiva, 
,: , ( y  se c a l c u l 6  l a  constante eapaclfica kt p c r  e l  mBtado de 
,%;/:: 
l a f i g u r e  X I , axprasando l o por srgundo y por  mg de ppo- 8'- . . *$.!# ' $te fna m itocondr i e l  , 
A.8 j .r. 
.1 
- 5 I .  25 20 25 
(ciko&lao c) (MM) 
. . 
.<49 
La onzima unida o m i $ ~ c o ~ b P i a s  f ~ a ~ m c n t a d e r  de cora- - 
1 
z6n do r a t a  cuyas carilcf;elc.$at icaa c i n d t  i cas f i j-s prece- t .- 
i s :  
dentstnente fu6  ut i l i zadi  para e f  estud i o  comparat ivo de I 
.etapa f i n a l  do1 f l u - i o  de e lcc t rones  en m i m a l e s  eon defi 
I ' - , '  -' .- - *-- I - - .  ..L 
c ienc ia  insul fnica. . 1 I< . 
. . 
, . 8 
. A C t e i  v i dad c i tocroa~ 'd ; ,ox  idsra csrdfaca de rdeas diebl- 
* *  
t icas por es t raptozotoc i~%:  kh midi6 l a  ve1ocid.d. i n i c i a l  
de reacci6n en nitoconbii. ' d. ratas inyectsdos con l a  do- 
i 
a i s usual de d iabet6gena ' q t r a  una Bemans y un m a r  antes 
de l a  exper iencia j  l a  con-mtracidn i n i c i e l  del w s t r a t o  
en e l  estado reducido se f l j 8  eetr ictamente en t ra  15 y 17 
AM. Los resultados demusutran, coma lo evidencia l a  t a b l a  
XIV,que l a  act  i v idad  funcional del c i tocrono a-s no est6 3 
su je ta  a cont ro l  hormonal pQr insul  ina. 
Tebl a X I  V - EFECTO DE ESTREPT020TOC I N.A SOBRE LA.- ~ C ~ V I P A D  1 
ENZ l MAT l CA C l TOCRO?iO OX! DASA. DE M If OCONDRI AS CARD) M A S  . 
Los resul tados son promedio dei nbmero de e x p e r i w a t ~ s  en- 
t r e  parentesis con e l  e r r o r  msdia'cuadri i t  ico. Laa patas . :> 
presentaban sfntomas de di-tes m n  tiempos de s w l u e i 8 n  
de 8 y 30 dfas. Mitocondr is .  aialsdaa. por l a  t4a&+fpa $8 
Favel ukes y col . ( 1971 ) y f*&antadas segun rn6tach de Par- 
sons y W i l l  iams (1967). Fwrocitocromo & 15 a 17 ~ & 4  y 2 a 
6 ,ug de pro te fna mitocon&i.irl an cade ensayo. 
Act iv.especlf  i ca  
( m o  l ss c it . cJm i n/ae) 
+ 
Test igos (4) 1,85 2 0,19 
! A 9  7 ,  
ra tas d i abet ices por sstreptozotos i na: La NADH dssh i droge- 
nasa es una f l avoprotefnr. inserta en l as crestas cuya fun- 
c idn es t ransfepir  elecW&s ckst NADH intramitocondrial  , 
encauzarlos en l a  cadenr mayrjrrrtorio. 
La metodol ogla para su derterminac ibn en preparac io- 
n- 
nes par t  i cul adas, por o I rndtodo de M inakam i y col . ( 1962), 
: pl 
" u t  i 1 iza F e ( C N )  K camo a~eptor  de e l  ectrones en l a  secuen- 6 3 
c ia :  NADH ----(* f l avop~otetna ----lr f e r r i c  ianuro 
Este aceptor extarnu reaeci'ona re5pidemente y c0n.e- 
f i c ienc i a cuando l a concan+rac ibn del sustrato se rnant ie- 
ne csrca de 1 6 1 , 5  x 1 on4 bi; si  l e concentrac i6n de NADH 
supera ese valor, aumsnts progrs8 ivamsnte l a f racc idn de 
equ i val entes reductores qua 'escapan a l a cadena resp i rato-  
r i a .  En l as cond i c  iones an qua se desarro l l aron l o s  expe- ' 
r imentos comparat ivos de m i+ocondc ias de ra tas  diab6t icas 
y t e s t  igos, de concentraci6n i n i c j e l  de NADM O , I 5  NM, e l  
fe r r i c ianuro  de potasio actQa a nive l  de l a  NADW deshidro- 
genass involucrando e l  hiarm no hem0fnico. En e l  caso de 
concentraciones do NADH del orden dc 0 , 6  mbl, e l  f e r r i c i a -  
nuro act6a en un sagundo' . i t  io, probabl smanta s n i va l  del 
c itocromo c b c . I 
-I 
AGn en estas condicioi\ss, l a  velocidad de reducci6n 
de l f o r r  i c  i anuro por una prepsrae i6n de m itocondr ies  'per- ' 
meab i l i radas no expresi sdlo l a act i v i dad do l a NADM ox i  . 
dasa s i no que conk r i buyen otras s i  stemas presentes en l a!. 
mitoconaria capaces tam$36n d48 ~ a d u c i r  fer r ic ianuro.  
En l a  tab la  X V  sc consignan 10s r+sultados de veloci- 
dad maxima rcspecto a ferpicianuro de potasio a 30 O C ,  de 
muestras m itocondFiales ck ratas con 7 y'30 dfas de dia- 
betes, que no d i f  i c r c  siSnt f  i c a t  ivamente de 10s control  es, 
Las constantes de Michael i s  aperentes respecto e l  Cbrr  i- 
' 1  ' * &#5a?m - 
.*:i ;. 
!# i-i 
' c ianuro de l e s  miCocondr i~e d~iab6t lcas son indistineu~: 
b les  de 10s tes t igos.  
Tabl a X V  - tEECTO DE ESTEPTOZOTOCINA SOBRE LA ACT l Y I O A D  
CATAL l T l CA NADH DESH l DROFflfbSA - EN hi l TOCOHDR l AS C 1 ACAS 
. Med i da de l a vel oc idad d. ~eacci6h NAOH-ferr i c ia% 6 x  i- 
.do reductesa seg6n alto+,- dc # i n d m  i y col . ( 1962). Resul- 
tados de 4 experimentos; an esda UM) se incub6 0,tQ s 
0,34 mg de p ro te ina  m i t o e ~ ~ a d p i e l  con * r i e t a n o l a m i ~ &  0,04 
M y sol uci6n de QosfaCos 40tnS1 r 911 7,4..Vclocidad d r c i m a  y 
KM es e l  resul tado de l a  up1 ioecibn dal m4todo de ciudra- 
dos mfnitnos a 10s g rd f  ices de Q b l e  rec fproca d. &,$IT, en 
funcidn de l/(S) cuando S r a r i aba  de 0.4 a 2.0 ml(r &&a. 
con 30 d ias  de diabetes; mito-ndriqs a is ladas y 
. . 
en- 
tadas segun m6todo de Parsons y W i  l l ians ( 1967). 
- * .  
Act iv.especff ica K aparan- . M (,umoles ~ADH/min/m~) nth! F~(cN)$ (  
Test igos 
D iablet icos I ,80 * 0,38 0 43 * O,@@ 
Act iv idad succinato &hi-dPagcnesa cardfaca de patas 
d i abet i cas por ess t raptoro t~c  ina: La act  i v i dad de enz i - 
ma fu6 medida an l as msmbrsnss mitocondr i a l  es u t i i  t h e d o  
un transportador de e l  ectmnes a r t  if i c  i a1 y b l  oquwn& el 
r i a  con cianuro. E l esquema de raacciones es: 
succ i nato MSF(ox i dado) 
. X DCFI  ( r edw ids )  f umarato ~ S F ( ~ r d u c i  do)  oxidado id ado). 
I Se determ i n6 espectrafotm6t;P i camento E a ,desa@a~ i -
- MI.- 
c i 6 n  de le  cod orante, DCFI ? 600 nm as ta l  izeda por d*.fraa 
preparadas a p a r t i r  de ratas eon diabetes. , . 
Como e l  succ inato roacc ione con t a cadene m a p i r e t o -  
r i a .s6 l o por l a' card de l a aembrana interha expuaes a l a 
matr i t ( ~ a r r  i s  y col . 1947). todos 10s componento$ de l a  
roacc i6n debcn scr forzed08 a l  compart i m  iento in terno m i -  
-,L 
tocondrial  y a t e l  f i n  q + u t i l  i h  l a  r n i r a  prspscaci6n de s - .  
m itocondr ias que para e,riqtaps, . 
. de NADH desh idro~enasa y c i- 
tocromo oxidasa. 
&' 
Giud i t ta  y Singer ,(t959) seleccionaron e l  MSF entre 
. una ser i e  de di ferentes &@p+tcpes, cada uno de 108 cual es 
m i d e  una f raccidn de l a  ectivided t o t a l  de l a  enziae, que 
fu6 ensayada por estos awtebe~ en preparaciones pur t i cu la -  
das o enzima so lub i l  izade de corazdn de bovino. La veloci-  
dad de ox i dac i6n de succ i n&o con HSF se rea l  J za r vel oc i - 
dad comparable a l a  l igada e cedana, resp i ra to r ia  completa 
I as preparac io'nes frescas ch' Ka i l in-Hartreey en base a 
estos datos cons i deran que l a vs! oc idad succ i nato-WSF re- 
ductasa r e f l e j a  l a  velocidsd de l a  succinato oxidaaa en , 
corazdn de mamfferos. 
' La velocidad da reacci4n de nuestraspreparaeiones m i -  
tocondriales de r a t a  fu4 medida en las  condiciones ya des- 
c r i p tas  y con eoncentracicnfles- de hSSF var iables nentre 0,125 
y 1,0 mg; en cada experiments indiv idual  no era detectable 
diferencia entre d iab i t ieoa y C w t  igos, tanta en ra tas  
a 7 6.30 dlas del tratarniento de estreptoxotocine. Los 
datos en l a tab1 a X V I  son e l  pmmsdio estad is t  id' de me-  
didas con 0,165 mg del aaepto~ bec electrones. 
Tabl a X V I  - EF.ECT0 DE ESTREPTQZUTQC'INA .SaRRE LA YELOCIDAD 
DE WEACCION SUCCINATO- MSF RfDUCTk$A EN CORAZON DE RATAS 
Promedio de 7 expcr i m e n h  c o n  e l  ' er ro r  standard. Medida 
de desaparici6n a 600 nn del DCFI;O,OS a 0,2 m g  de pro te f -  
n'a y 0,033 ml hiSF 5nlg/ml en cada ensayo. 
. .  . 
Test igos 0,137 * 0,012 
D i abet i cos 0,149 * 0,014 
e) INCORPORACION DE AM,IN~ACIUOS " I N  VITRO" A PROTEINAS M I -  
:'~;YFTOCONDRI ALES DE C O R A ~ D E  RATA DI ABETI CA , 
Se presentardn rasqltm$o* qua delnuestran l e ..ens i b i  l i- 
' .  
dad del s i sterna b ios  intdC i~ da protefnas m i tocondr i a l  es 
. a l a r  var iaciones end6c6ln.e de l a  rate,  midiendo l a  velo- 
c tuad de incorporac idn ds I aucina warcada en preeencia de 9a 
iezcl  e de 10s demBs amimboidos no ~ a d i a c t  ivos  en mi to-  
condr ias  a is1 adas de coramnes de r a t a s  t r a tadas  con es- 
t reptozotoc  i na y/o insul i'na. 
E l  primer paso en este  sstud'ia cons i s t i 6  en dessrro- 
l l ar  un s istema reproduci b la  prabar l as cond ic iones 6p- 
t imas para in ten ta r  en un s e ~ u n d o  paso l o s  ensayos con m i -  
tocondr ias diab6ticas; r l  raappcto so apl ic6 y adapt6 l a  
metodologfa en uso en eate , l :aborat~r io  para l a  mercacidn 
isot6pica " i n  v i t r o "  de l e a  mitocondvias d e - t e j i d o  hepd- 
- .:ii.~q~i 4 so i e  mOscu l o esquel6t ico a I as m i tosondr i as d. cora- :-. 
- ',L ! 3 Q .$ 
Para -. i t a r  resul  tachs con una base de e r r o r  y l a su- 
perposicidn con o t ros  sistmiae de ~ f n t e s i s  prote ica,  sea 
c tzopl asmdt tco o bacter ;%no, se deben cumpl ir c i e r tos  re-  
,I - 
"I *Id;l.r:wis i t o s  en 10s experimentos die, incorporacibn: 
, I  La f rocc idn  rnitacondrial ussda pare estos ..tudias de- 
: I 
- e ester  l ib re  de o t r a s  es t ruc turas  subcel u l  ares, en espe- 
. c i a l  ribosomao y pol isomas. 
2) La p ro t c  fne marcada deb. MP per fec tmente  sagarebl e 
del aminodcido rad iac t  ivo no inc~nporado a 1 e,s ppotefnas.' 
3) La contam i nac i6n bacts,~ isna debe ser e s t r  ic- tmante 
ev itada. 
La p r  imera cond i c i bq  a9 aumpl ib a l  separer las f r ac -  
ciones subcel u l  area por ul t reucentr i fugacibn d i f e renc io l  y 
l avando repet  i das veces 1 as m ibconcl r  i as sed imenkades para 
e l  i m  inar  l a f racc  i6n m icrosumsl del sobrenadantc' ch, 7700 
xg. E l  sistema do incorporaci6n de aminodcidos a mitocon- 
dr ias  in tac tas  sxh i be ppo~R&ades p a r t  i c u l  ares qus i a  d i  - 
:I. 
ferenc i an de l s i steme c i t i j p l r e s l b t  i an: a) l as m i tocondr i as 
a i d a d a s  no requieren l a  d l c i d n  &I soluble o f r acc i6n  so- 
hrenadante de 105000 xg, &~p tenen to  de enzimas y eofacto- 
re. que ya estdn contcn idd an e l  wgano'idsi b) no ee in-  
h'iben con ARNasa; c) su c l ~ B t i o a  de incorporaci6n es I ineal 
durante un t iempo mds p ro  longado, coma se demuestra en l a 
f i ~ u r a  X V I I ;  d) es sen<sible a i nh ib i c i 6n  por  c le ran fen ico l  
t a l  como l o  es e l  sistema de s f t i tee is  p ro te i ca  bacteriano, 
e insensib le a c ic lohexiwide (wheeldon y Lehninge~,  1966; 
Beat t ie  y col .,1967). 
La ,s@gunda condici6n se cumpl i 6  f i l t rando e l  produc- 
t o  de l a  reacci6n a t rav6s de diecor M i  I l ipore de -PO f i n o  
. . 
que r e t  iene l as pro te lnes i n w l  ubl es en Bc i do tr icloroac6- 
t i c o  a l  5% en cal iente y de js  paser. l a  leucina l i b re  o uni -  
da a ARN-*, aunque pa r te  de Is marcsci6n re p i e ~ d e  w o  p4p- 
t i d o s  solubles en dcido disminuyendo l a  e f i c i e n c i a  da l a  
detecc ibn. 
La t e r ce ra  condicidn ss eunrpl i 6  l levando a cabo 10s 
ensayos de marcac i6n en eondic iones es tb r  i l es para e l  i m  i - 
nar l as bacter ias  cuyo dssarml l o  durante l as i n c u b c  iones 
' d is to rs iona  10s resultados. tss condiciones de t r l e b ~ j o  se 
cont ro Is ron cuidadosamonte' &s& el; sacr if i c i o  da Ia r a t a  
que se l a d  prev i amonte con .el cohol , u t  i l i zando m e * w  i a l  
de v i d r i o  y de c i r u g f a  e s t e r i l  irado, trebajanda bajo cam- 
pana ester  i l con lampara UV y con las solucionee que corn- 
poken e l  med io de homogens izaqi6n y do incubac i.6n ds l as 
mitocondr ias' a i s l  adas f i Itpadas 'a t r av&s  de discwe M i  l l ipo- 
r e  para retener bacter ios. 
Elecci6n de I a r  condicien.. 6nt imas p,ara l e e  modidas: : ,  
E l  aminodcido rad iac t i vo  8s incubh con las mitocondrias re-  - 
c i6n a i s l  adas suspend i das. en ,soluc i6n isotdn i ce  de' sacaro- 
sa cn presoncia de l a  soluc idn amtc~rtiguadora a pH 7,4,  io- 
FF 
- \ 
+$ 
nes Mg y fosfato, y EDTA.$ -:LI tebla, X V l  l mueetre e l ~ u n a s  - 
caracter f s t  i cas de los s n g a s a  ds incorporac i bn en n i t o  - 
1'  +-I- . 
condrias, su dependencis &! Wg , emino6oidos y fuente 
de energfa. 
i t  
Tsbl a X V l  l - I NCORPORAC IO<DE LEWI N A - ' ~ C  A MlTOCONBR I A S  
DE CORAZON DE RATA. 1,3 m g  dtb protefna de una suspensi6n 
de m i tocondr i as de resp i rac idn rpaopl ada a l a fosfor i l ac i6n 
oxidat iva, controlado polarogrAficamente segun se descri-  
b i6  en e l  capf tu lo de mt5to&s, se ineub6 eon una mezcla de 
reacci6n compuesta de C I K  40 mM, EDTA 1,3 mM, T r  is-CIH 20 
mM, SO Ivlg 8 mM, 5 0 , ~ ~  de m e t c k ~  equimolecular de arninodci- 4 dos, s r stema generador de ATP: A8P. 1 dl, $a1 ato+gl utamato 
10 mM y fosfatos I6 mM, a p)i 7,4, en sacesosa 100 d; 
volumen t a1 de I m l .  E l  arnino6ciQ marcador: 0,25&Ci de ?$ leucina 0 C. Cicloheximida: 30,~gfincubaci6n; c loranfeni-  
col : 50 yg/incuhacibn. Se m i d i d  radiact ' iv idad en l as  pro- 
tefnas precipi tadas en TCA 5% ~egbn  se de ta l l d  en el texto.  
Condiciones Act i v. espec fQica 
del ensayo ( cpm/q3). % 
mediq+compIeto 45 100 
- IYIg . 4. 9 
- mercla aminoacidos 25 56 
v ma I ato-gl utamato I 9  42 
- ADP y sustrato oxidable. 13 29 
+ cicloheximida 43 96 
+ cloranfen ico l  6 , " 3 
++ E l ion Mg es requer i w  ien.C;lo ,.sbso I uto para l e peac- 
ci6n; l a  adici6n de una mezcla equimalccular de aminodci- 
doe menos l euc i na, quo es a l miarcahr i sot6p i co ad i c ionodo 
soparadarnentc, incrcmont6 un &0% of . rcsul  tardo cn re1 ac i6n 
a l a u t  i l i zac idn dcl contan ida ond6gcno de am i nh8c ldos. 
La reaccidn se 'fran6 'un 87% par l a  prosoncia del clo- 
ronfenicol, an t i b i6 t i co  que salactivamante inhibe 41 sistta- 
m e  mitocondr i a l  de slntesis '  ds' p ra tdnas  s i n  afeckefp el c i -  
tap1 asmdt ico, y por o t ro  lado fue ros'istento a cicfohoxi-  
mida, que es e l  inhibidor 'de l a  atspt idi l  transferaeir c i t o -  
p l  asmat ica. 
Sel eccidn del s i  st-a sarncsra&r de energfa: h t r o  de 
l a  cornplcjidad dcl procem de s fn tas is  de un pol ipbptido, 
comenrando por e l  transpcppte k aminoiioidoe a t r a i d s  de l a  
membrana, hay var ios pawe s p d r g 6 n  i &s invo l ucrados, s i n  
que pueda pracisarss s i o! requer i m  iento es por ATP o por 
algQn intermediario energizedo de l a  mitocondria. 
D i versos i nvest igadores qua estud i aron l a depsndenc i a 
de l a  s fn tes is  prots ica mitaeondriel con e l  mecanismo pro- 
ductor de energla observeron s~ esttmulo al inc l  u i r  sus- 
t r a t os  resp i ra to r  ios m itocondr ia les (Roodyn, 1961 ; Kroon, 
1964) o su depresidn por desaaplantes de l a  f os fo r f  l aci6n 
ox idat iva o inhibidores del f l u j o  de elactrones (\dhaeldon 
y Lehn inger, 1966). 
Ye se ev idanc i i  por lo. rasultados de l a  t ab l o  X V l l  
que l a  ornisidn de esos sustratos o de ADP en l as  incuba- 
c iones de f racc i6n m i t o c o n h  ia l  de coraz6n de r a t a  baje  e l  
rendimiento de l a  incorporaci6n de leucine-14c. A p a r t i r  
de esc dato se probaron diskintoe nuclsdt idos d= adenine y 
sus concentrac iones m6s apro-p isdas para e l  evar l a e f  i c  ien- 
c i a  de l a incorporaci6n. Una al fcueta de esas fraecioraes 
- se u t  i l i r 6  para l as medidaa p o l a r o ~ r t l f  icas que para le l  amen- 
' .  
,&e vc r i f i ca ron  l a  integridad y ef ic ienc ia  r e s p i r d m r i a  de 
7 -  
esas preparac iones. 
Las m itocondr ias resp irantas poseen en sus mestbranas 
'un s i sterna transportador especlf ibo que fac i l i t a  s l  posaje 
de ADP y ATP, l a  translocarsa sensible a at rac t  i lbsido. 
  ban do se adicionaron los nucle6t i&s a l as  incubacianes 
so observ6 que tani;o AMP :conno AbP y ATP aumantan el rendi- 
miento do l a  marcaci6n ( tab la  X V I  I I). Resulta d i f4c i  l de 
expl i car l a respuesta al 'AMP por cuento l a membrana i nterna 
es imperneabl e a (late; l o  ~psnilbcasa da aden inam~c l  o 6 t  idos 
no se une a AMP, t a l  l o  demstrado por K I i nganbetg y col . 
Qa prefmerrternente en e I sent i do de l a 
extrus i6n de ATP y ontrWn ADO- 
Tabl a X V l  l l - DEPENDENCIA PE EMEBB1 A PARA LA MARCAC ION "I N 
V I TR08' DE PROTE i NAS M lfBG~MDR1 ALES. Componentes del medio 
de incubac i6n como en t&! e X V I  I excepto ADP y m s l  &to-gl u- 
tamato (M-G) . CrP: creat ina fosfato 5 mM; C r K  : f o s f ~ c r e a t  i na 
. quinasa O t I  mg/incubaci6c~-. 
Medio completo + Act iv.eapeclf. 
( d m ~ )  
. " 
, , ,  b : * :  
' -  r.. AMP 2 mbt + 1-6 5 id( - I" '. "" 
ADP I mM + M-G 5 mM 
+ W-G 1 0 m M  
DP 2 mW + M-G 5 d 3 $ 1 . - . n  
?-I. 3 * i L  
" !" + 111-6 10 mBQ c')  :-.- 3 
ATP I mM 
ATP 2 mM * % 
ATP I mM + CFP +. GrK O 
A T P 2 m M  + * f " ' 52 
Wheeldon y ~ e h n i n ~ ~ r , ( l 9 6 6 ) ,  y contrariamento a nues- 
t r o s  resultados, demostraron me AbtP inhibe l a  slfitasia en 
tanto una fuente ex6gona do AfP con siotema re~empardor es 
; mbs ef ic ionto  quo l a  u t i l , t r e J I n  de l a  cadena r w j r - r i a  
*: -. . . 
C acopl ada, a pesar de qw on e m  esquwa exper ime(tt.1 l a  
translocasa no cs ta r la  funciananb en su sentido M s  fevo- 
rabl  e. Nuestros exper imerttos c0.n ATP y fosfocre&f na quina- 
sa dan un rendimiento 50 $ m e r r o ~  quc con ADP y mala$e-gtu- 
tamato co incidiondo con Kraon (1963). quicn propDns I .  
pos i b i I i dad del oprovechara i e d i m  de l a enor9 fa ' deL ' to  ox ida- 
c i6n  de un sustrittb s i n  bi.ntaCirar ATP como psso ptevio. . 
La i ncorporoc i6n de Iouc ina a nuestras prep&ac iones 
m itocondr i a l  os do corar in  se e a t  arb cuando f o csncontra- 
c i6n do ADP sc I I ~ V ~  o 2 m ~  y i e  ~ L J  sustreto a 10 m ~ .  (ta- 
b l a  X V I  I I), 
lnh ib idores de l a  sfsee,!" ppateics mitoeandrtal  : E n  
un exper imento que puede mdarac I a prosencia de ram iduos 
de c i t o r  i bosomas an c l sediments de 7700 xg que d l era  o r  i - 
gen a una marcac idn extrai  bas f racc iones m itoconldr ;el es 
con un ndmero crec iente  cb tgv~dos en el medio de konroge- 
ns izaci6n de Chappol l y P w ~ y  (1954) con a l b b i n a  tmg/ml, 
se, incubaron en presencia de cicloheximida o c l o r m f e n  i- 
col ,  inh ib idores especf f icos c i t o p l a m d t i c o  y mi tacondr ia l ,  
respectivamente. , . F- I? I.-
Tabla X I X  - EFECTO DE I N H I  BIDQRFS' 60BRE LA SINTES:SS PRO- 
TE I CA M I  TOCONDR I AL . E l p r o c d i m  iento para es tos  enseyos ya 
se descr i b i 6  para 1 a tab1 a X V  I I. AD? I mhf, M-G 1.0 dl de 
cada uno. C ic lohcx in ida 50 ~g/ incubac ibn .  Cloranfenicol  : 
30 ,ug/ i ncubac i6n. . . 
Medio completo + Act i v idad  espec l f i ca  ( CW/RIQ) 
M i tocondr i as con 
3 lavados 4 Iawados 
cicloheximida 72 65 
c lorenfen ico l  , .  33 12 
En l a  t a b l a  X I X  sa obsarwg que l a  prosencia de c i c l o -  
heximida no modi f ica l a  inoo~porac i6n mi tocondr ia l ,  per0 
,30 ,us de c l  oranfen i co l  en I as in'cubac ionss con m i tocondr i as 
con 4 lavados produce un 82 $ de i nh ib i c i 6n  . La 
hornogcncizaci6n re i tereder.  ch l a  f racc i6n  mi tocondr ia l  
I d i m  inuye en c i e r t a  medid#, el pendim iento, pero amgura l a pureza de l a  preparac'i6n. E n  ta  muestra con 3 l avados, f a  
di ferenc i a  de l a  veloc idad $aa incorporacidn pmducida por 
e l  c loranfenicol  es del 54$, qub estB por debajo dm l o s  fn- 
d ices de i nh ib i c i dn  habi tuales en l a  I i t e ra tu ra .  P e ~ e  des- 
l indar 10s cfectos a t r  ibuf '  ' es a l a  diabetes sobrs e l  sis- 
tema de sfhtesris p ro te i ca  mi.tacondrial y ci toplaprrbt ico 
debemos cons i derar insuf  ic i s n t e  3 l avados para l as  sxpe- 
r imentos comparat ivos entw ai tocondr ias  de r a t e s  diab4- 
't icas y normales. 
E lecc i6n del sustr-p rsap ipa to r  io: E l  rend in iento  
.de l a  s fn tes i s  p ro te ica  s in  ssisteraer externo da energfa de- 
pende de aquel l os  metabol i tas qw se catabol i r an  w l as 
mitocondrias y a l  imentan fa  cadena de t renspor te  bs elec- 
' trones. Ensayando eon succinatm, ma1 ato., p iruvaho, ~ t u t e -  
I ,  
mato y a l  facetogl utarato, pesul t d  mbe e fec t  i vs I r rrrszcl a 
de ma1 ato-gl utamato 10 mM de cada uno, que igur&r)(lree (se 
habla ev idenc iado como 6pt iaro m s t r a t o  en I as mebj&s de 
velocidad r e s p i r a t o r i a  y foaforilaci6? del ADP.(trblas 
X V l l  ypXX, ver ' tambibn t s b l s s  I l l ' y  V I ) .  
1 ;  ; i - 
Tabla X X  - EFECTO DEL SUSTRATO O?IDABLE MlTOCONDRlAC SO- 
BRE LA INCORPORACION D€ LEUCINA @ A D 1  ACT l VA. Condi*cetionao 
simi l a res  a l  ensayo de l a  t a b l a  X V l  1 con ADP 2 m#. Leu- 
c i na presente en cada i ncubac ibn: 0,25 SC i . E I sulr*ra.to 
ma1 ato + gl  utamato conten fa  .malonsto con e l  504% de' l a  
concentrac i6n de aquel l o r .  
Act i v, aapec lf . ( cpm/mg) 
, Sustrato 5 ;ISM IOIM 20- r n ~  
succ i nato 
ma1 ato-gI utamato 88 
p i ruvato 
p i ruvato-ma1 ato 87 86 
a l  facetogl u tara to  39 38 
-I 
E l  resul  t e &  de s ~ t a s  exear imentos conf i&a nl r~opla- 
m i.ento de l proceso ' sndsb~bn i co der formac i 6n de qklones 
~ e p t  Fdicas con I a cadena r s s ~ i r e t o r i a  y f o s f o r  i Caeibn ox i- 
dat i ve  mi tocondr ia l .  
' ++ Concentraciones 6ptimgr ds . y fosfatoq:  Msmos 
v i s t o  en l a  t a b l a  X V l l  l a  d ~ n d e n c i a  de l a  reecci6n con 
??3- . .: G *. . 
' .  
' velocidad de l a  sfntasis.  L a  copeentraci6n de for;F.to fu6  
tarnbidn mot ivo de ajuste, see&n vemos en l a  f igura X I  V l a  
concentrac i6n 8 mM es dpf iaa s incrementa e l  40% al resul- 
tado respecto a l a concentraci6n dal 'm~to& o r  i ~ h a l  . El 
. fosfato curnple aqul e l  prpel sinultdnoo d* ragpl&dor del 
y sustrato de l e ATP sirdtatera. 
Figura X I V  - EFECTO DE LA COWCERfRAClON DE IOHES MP Y 
FOSFATO SOBRE LA l NCORPORAC LON DE LEUC l NA A M ITQ&QfiDR I AS 
ineuba- 
do, con C I  K 40mh!,7 EDTA 1,3 mhl, Tris-CItW I OmM, ADP -,ma- 
(1966) pub1 icaron un t r d k j a  qua dgbputra . lab veptajas de 
una ser i e  de amort iguadores ten ssfructura de qmiM$ci+s 
N-sust i tu ldos  para obtcycr prep&wciyaps rn itp{?ip4* i a l  es mag 
estables, mejorar l a  s&iSidsd rcqpipetokia . :  y 9~ i rb .w ,- . e l  
rendimiento de l a  sfntasi. proteica. La inclyji+. dl) b ic ing  
* P' (~,~,~is(2-hidroxietil)~licin~) ( H P C H ~ C H ~ ) - N , - F Y * C Q @ -  
H 
en el 'medio de homogene i rac idn del , t g j  ido c a ~ d l m  dyrante 
. C .  
e l  a i s l  am iento de nuestrolr aw.tras tn i tocondr i@i)g p d ~ a n -  
b e  l as madidas de velocidsd resp i ra tg r ia  no QQJ-Q~ el .  
rendimiento mitocondrial o el cone& de o*fgeno + I  u t i l  i-, 
r a r  Tr.is-CI H, poro su presenc ia  en l as incu,baq ion). ~ ) n  , 
. aminodc idos fqvorece l a  csptacidn clp ' rad iact  i v i *  ;gp las  
. . 
protelnas precipi tadas en TCA 576, 
A l  e l  evar l a concentrse i4n de T r  I.-C I H sp t&&tG46 in- 
h ib i c i6n  (ver f i gu re  XV), mientrs qge b ic ipe  ay-9 $1  
rend i m  i ento a todas l as cancmtrac ipnes ensaypgw, 
Figura X V  - EFECTO DE TRIS-El,! I BICINE EN L *  &HC$lS 
PROTE I C A  DE MITOCONDRIAS cA&D.IACAS. ~ ~ c i ~ b o c i 6 n " ' ~ "  1:^4,% 
de i;rotelna mitocondi-ial Oen 'una l ierc le  de r q ~ q e i 6 i  quq 
conten fa SO Mg 8mN,  foshtoe  8 mH, ADP 2 d y at&.o, &r- 
ponontes qu8 so describiepon para l a  table.XV11. #kY? 
A: Lic ine a pH 7.4 ontre' 10 y 6s) Ibt. Cupva B: T r i r r O l H -  
a pH 7,4 a 30°C ontre 10. y 40 mld. 
Ocpendenc i a de l mbt&.,,.de Qracc ionam iento s u h d  ul er : 
Un aislamiento de f r scc idn  mi tecondr ia l  se r e a l  i rb  per  cen- 
tr ifugac i6n del homogenat~ prepa~edo ssgdn e l  metodo de 
Chappel l y Perry (1954) l ado para m6sculo esquel6- 
t i co y se compard con o t r 4  prsparsc idn quo 'homo~ene izaba 
a l t e  j i do cardf aco en saew&ss-EDTA-Tr i s-C I H, mod io de uso 
.< j l  - 
f rccuente en l os a i s l  am i enttrs dc; m i tocondr i as cerdfacas. y I.. ' 
I,- 
- .  
- ,.. Las med i das pol  erogrdf  icas y l as i ncubac !one. con a- -i 1 
-= 
m inodc i dos so h i c ieron paral  a1 amente con l as rnwes%cas f res -  
cas, con 10s resul tados que vems en l a  t a b l a  X X I ,  
Tab1 a X X I  - E F E C ~ O  DEL METODO DE AISLAMIENTO DE MI!Jj)CON- 
DRlAS CARDIACAS SOBRE EL SlWEMh DE SlNTESlS PROTEI=CA. 
E l  consumo de oxlgeno se m id id  en un ox lg ra fo  a l a  +em- 
peratura de 30 "C. E l  suat rs to  an todos l os ensaybe spa 
m a  I ato+g l utamato I0 mkl con msl oneto SmBI . SET: sacarew , 
0,25 mM, EDTA I mM y Tris-CIH'(pH 7,4 a o O C )  5mW. 
, 
(a) Chappel l y Perry ( 1954). 
Medio de hotnoge - . C.R. Cons.02 Act iv.ecs;picff. Estado 3 $c i zac i6n  
e l  t c j  ido ( nAo/m i d m 9 1  (qw%Js) 
Expcrimento I - 1.. 
*' 
. ' ' Chappel I -perry(a) 
E xper imento I 
It 
$ 8 6  190 222 
2 6 3  198 , 240 
,I a ,Ias. 3 5,8 177 226 
I 
I La vcloc idad r e s p i r a t o ~ i a  y e l  P:O no d i f i c r e n  en , I - , 
l as d i  fe rcntes  preparac iones mitocondr i a l  cs, poro el ma- 
yor cont ro l  roup i ro to r  i o  de I as ni tocondr i o s  o i e l  sdoo por  
c l  pidLocfo dc' Clwppcl l y P d ~ r y  os'un incl icot ivo do mitocon- 1 
dp i as con menor da6.0 e s t t u c t u r a l  y .  mayor acopl am ionto del 
--I 
: . : ,  
c i6n  da unidn pept fd ica.  K. ,,- 
. a' ' - - , +.:-?; .. ( z,;ll?! a .&c.;g4:F , . Y *  
;y..,. *. j..: ,A +>; 
11 ."',. 
:I! ' . q.i:;..; iC.3. . . . F . : ! , d .  
. - 1 , .  ,. - .  
rv: ! d. 
, -,..I n : . ! ' t . .  4 
Como resul tado dc l a@ @proximaciones descr ipe& y con 
e l  a juste de l as concentrakionss de cado componente mencio- 
14 nados hasta aqu f , l a i n c o r p ~ ~ a c  i 6n de l euc i ha- C i e  'cuer. 
. . 
I 
drupl ic6 en r o l  ac i6n a l o@ pr-iaeros ensayos que praoenta- 
< : 1 >. 
moos en l a  tab la  X V I  I, para I lagar a l a s ' cond i c i ~nes  *-.'.: - , :.. 
reacc i6n u t  i l i zada en 10s eyrerimentos con an iaal dia- : ,,; 
" > I  
bet icos. E l  l avado del sediment0 de 7700 xg con urtucibn' ~ : . f  
. > 
y -  de a l  blrnina I mg/k l  favoreoe l a  el in inacibn de (Lc ibe  Brg-- : 
. - .  
. ': I. ' 
. sos I i b r e s  do acci6n deseroopJitnte e i nh tb i t o r i a  ba l a  ca2 
dena resp i ra to r ia  a bajas attits concentracionee, csspec- 1 # & & . .  F tivamente. Pande y Blanchaer (19713 sugieren la  inh'ibici6n - i 
revers ib le  de I a respiracidn ecopl ada de l as mitoasndrias 
de coraz6n de r a t a  a n ive l  de l a  translocasa de adrninanu- 
c le6 t  idos pot- mil  -CoA de caden& I i rga.  Las mitscundbirs 
t ratadas con a1 blmina en e l  fbaccionamiento no remiepen 
, . * 
a l b b i n a  durante l a  incubacidn con etminodcidos pave rssjo- 
par l a '  val oc idad de incorpor~qi6n de l euc ina-I4c. 
p -  ' I ~ c  in6t  i ca da incorporac idnt La curve que mue'stpa. I 0 
I f igura X V I  es caracterrst  ;car dsl sitsterna i ntram i twa6ndr i r l  
de s ln tes i s  proteica,como nlreva widenc ia  de l a  aueecrtcie 
I 
' C  
- %? de contam inante bactar iano s miwosomal . 
. .  . 
I .- . I 9 'Se observ6 un sal t o  brusoo de rad i act i v i dad sn ' los 
, . 
. p r  imeros 1 0  m inutos, cuyo 'or l ~ e n  puedo a t r  i bu i rae r l a  
I I  ' 
Icuci'na que so incorpora a l  sistema ya funcionendo Eon l a  :ih d 
mezcla end6gena de snino6cido~, anzinas, factores, y en e l  L 
que proboblcmonte sc ancuontran racoptores disponibles y ,  
rdp i damentc u t  i l i rados. Cont i nus un ~ r d f  i co 'da p r  imer ordan 
respecto a l  t iempo y pasadsa 2 tioras ,do i ncuhc  i6n decae :1 
t a l  vez por agotam i,anto de I as drotefnos pbccursoras de :.I 
or igen c i t ap l  asmat ico o por al 'snvejeci~siento mit~corodr i a l  
y disrninucibn de l a  velocidad dd fosfor i lac ibn.  
- L I ) -  
AC ' , 
I ? 
76 *. 
Figure X V I  - C l N E T l C A  DE ~ N ~ O R P O R A C ~ O N  ' IN  VITRO" M LEU- 
GINA-14~ A MITOCOMDR IAS O ~ , C O R A Z ~ N  DE RATA. lncubacihn de ' 
1,4 m g  de protelnas m i t o ~ n d ~  ia l  es en e l  medio y las candi- 
T iempo (sn i nutos) 
F igura X V l  l - INCURACION 06 L E U C I N A - ~ ~ C  Y MEZCLA DE AMINO- 
AC l DOS CON MI  O- 
tados de 2 ensayos en iguales condiciones.La c a n t t a b  cfe 
prote lna  en cada incubacicin con leucina 37 mM e l  medio 
' completo de reacci6n como se & t e l l 6  en m0todoa. $6 deter- 
min6 r a d i a c t i v i d a d  en proeefaas prec ip i tadas  en T@ 5%. 
. - 
, b .- I 1 I 1 ' l a  * -  
1000 - 
800 - - .  
h 
- 
- 1 
> 
.- 3 , - 3  .- ! .; 
;:fl'> - A  .'- - 
I i I) '.n 
- 1 
. - 
- .  
. - 
' C 
& s . A & . 7 & u b & & ~ r E d & ~  
I 
77. 
I 
mento1 isot6p i co a l as prot%frres m itecondr i al  es se expresa 
como act i v i dad espec lf ica ds l a E euc i na rad  i ac t  i v% 'presente 
en cuentas por in inuto por da protefna de frecc i4n m i t o -  I 
condr i a l qua oe i ncub6, i d  que as vcLl i Q si el rango de 0 
a 2.5 m g  de protefnas en et cual l a , ~ q j  p ~ i Q . ,  
?. 
- - 7 L.- L 9 ;  I se aprecia en l a  f igura  X Y I 1 .  ' l ncorporacidn ds atain~4eidos s rnitocondr i s s  csrdtscas., : ? I  h 
I de ra tas  con estreptozot6cS.ns: Para estos experimePveos se 
I inyectaron l otes de ra tas w n  una dos i s  de estrepkbeotocina y se sacr if i caron a l os 7 y 3Ur dlas para e l  a i sl srrrrliento de 
l a  fracci6n mitocondr i a l  . Los datos de l a  t ab la  XXII detnues- 
t r a n  que a 10s 7 dfas hay un deacsnso s i g n i f i c a t i v o  del 41% 
(p <0,01) en l a  velocidad de incor6araci6n respacb  % t e s t  i- 
90s. En ra tas  con 30 dfas ds diabetes el  descenso +f hl 15 
% y por l a  dispsrsi6n de 
I cancia estadfst ica. . 
< 
Tabl a X X  I I - EFECTO DE ESTRFPTJZOTOC I NA .SOBRE LA'  YARCACIDN 
DE PROTEINAS DE MITOCONDRIAS CARDIACAS CON L E U C I N A - ' ~ ~  . 
Ratas i nyectedas con 13 ng h e~ t rap tozo toc  ina pa@ y l a  en- 
dovenosa. Peso promed io  de l os corazones segun dae&@ @&pal- 
dos de Tabl a , I .  (a) resul thdoe pronedio de 6 ensayqs, e n  
cada uno se agruparon 2 copaxones, p < 0,01 .(b) p ~ ~ d i o  
- 7 -  
de 7 onsayos, igualmcnte 10s test' iQos, p c0,4. 
L : Peso del Act iv.espactf. 
corinr6n 
-. - 
( 0 )  . ,  (cwf@i?l ' 
Test i 90s 190 * 13 
D iabctcs (D 113 * 5 (a) 
D iabetos' (0 164 * 25 (b) 
p r  imer semana do diabetes ye mencionado on l a tab! e I, con 
aumento re1 a t  i vo en l as e i$u ientes samanas; l os an iaal es 
con 30 dfas dc diabetes evidsnciaban una importante 4 
> 
-"?.z- .5, ' , &*,A 
d.. >iZ 
mos destacar que l a  velocidad c)s a l n t e s i s  p ro te i ca  int rami-  
socondr i a l  en corezdn a-fia 1 es f 1 uctusc iones bbservadas 
. 
en e l  peso del 6rgeno. 
Tratamiento r e s t  itutiwa aon inaul ina: Las r a t a s  con dia- 
na L i l l y NPH . La tab1 a XX I f I w e s t r e  var ios  exper imentos de 
' es te  t i p o  en que a peser d. diferante respuesta de un ani-  
mal' a o t r o  co incidan en el atmanto da veloc.idad de incorpo- 
rec idn  de leucine -I4c prpporcional s l  t iempo de t rs tamisn-  
t o  insul fnico; con 4 dosiq se alcanrd o sobrepasd 10s valo- 
r e s  de test igos na diabQCiooar, Las ra*ss t e s t  igos a su vez ' 
Tabla X X l l i  - RESPUESTA A INSULlNA " I N  V I V O "  DE LA INCORPO- 
RACION DE AblINOACIDOS A MIfOCQNDRlAS CARDIACAS DE RATA. 
4 204 
& , I ncor~orac  ibn de ekipclc id08 a mikocondr ;as dc ra tas  
con3 h ipof  i ssctom fa:  So b n t ~ b a  $n un l ote de 9 ra tasope-  
radas por e l  Dr.C.D.BeBBlgt;i para Sou @studios siaultdneos 
de l a  s fn tes is  prote ica ~ i t o c o n d r i a l ~  en t e j i d o  hephtico y 
de ~ Q s c u l o  esquel6t ico ('Farel ukes y - I . ,  1975). Eatas ra- 
tas, de a1 redsdor de 106 g af urr operadas, no incrwen- d 
taron su peso en 10s 30 d48b que i e  siguieron, ruqmento on . ' 
quc fueron sacr i f icadas para estos ansayos. Los corazones 
.t ,r 
pesaban 0,4 9 aproxinadaasnta y Qu6 necesar i o  ag~upar  3 .  I- 
F,*" I i. 
corazones papa e i s l  ar l a Pracc ibn de rn i tocondr i as.& 5 ,..-- ':$, 
- 
+ - 
. . . i 
La  cantidsd de &to. diaponib1.s no permite una es-;. - p . 
- , . 4 i L  
,. .. 7 
' -a*  ! t a d f s t  ica de 10s resultadas, pero ae mencionan pop au coo . 
r re lac i6n  con 10s de oeros te j i+s ,  y con 
en anirnales di'abbticos ( t e b l r s  XX'11 Y X X I . 1  
" - ',;qia, ;-  .Z 7 I!- - ' 3 -. 
A. ,. += r- . 8 +. . ;{&. 
~ o b ~  a XXI.V - EFECTO DE HIPOFISECTOMIA DE L 
SlNTESlS PROTEICA EN hIlfDCOMDRIA CARDIACA. 
100 g de peso, operadas por extraecidn de 
T datos prop ios 
. . 
1 ) .  . +; ry- I - 1  
A RATA SOBRE LA 
Rata& *echo de 
l a  gl6ndula h i -  
p6f  i s i s  por succidn con hmba de vacfo por aproximacidn , . :' 
td3T parafar f nsea. No aumenC6 0.1 peso corporal en el m s  trans; 
cur r  ido hasta e l  sxper imcanto. Peso def coraz6n: grrornedio 
tes t igos  0 , 5 2  g,h ipof isop~ivos 0,4 9. Datos p r o d i o  de 
dupl icados de cada experimerrlm con 3 corazones +'&hltanea- 
> t  
mcntc. Detal les  de l a  expesriancia en m6todos. - .  
,?- . . . ' I$.! ihaorporac i6n I euc ina-14c gdxD.td? .+ I - . - 1 ,  ; . ? ! . - !  
I -  , - 
- 
' I  - 
. ' InSi~t~ult6ncament~ se r i d i d  l a  act iv idad r o s p i ~ s h r i a  en 
f I 
e l  lcuotas 'de estas f reck' ionss'ai~ocondriales cq.fas que se 
detect6 dOf i c  it del consum do oxlgeno, que p a d  de 164 ; 4 
e 126 nAO/tnin/mg por e f e d o  de I: hipofiseotomfs, e l  con- 
t r o l  r csp i ra to r io  baj6 do 4,9 e 3,3);comparando con 10s re-  
w 
. ' 
I , :  sultados ds l a  t ab le  X X j V ,  a l  docrccimiento es proporcionrtl. 
f.) N l VELES DE C ITOCROMOS EqYlTOCONDR l AS DE CORAZW. DE- ' ' 
-F : 
1 
* .  RATAS DIABETICAS 
I 
mrben y dispersan l a  lug," eapactros de abeoroibn en l a  
mitocondria cn-kera no puebn raedirse directsmente por espec- 
.r;rofotometr f a. En l os espectpo~otbnsetros convenc ional es e l  ..- 
'I, 
detector ss encusntra a cierCs d i r tanc ia  ,de l as caldss y:: -I 
una par te  importante de l e l ut t ransmit  ida es diapersada y . 
. . 
no al canza e l  detector, con l o  qus rcssul t a  un espectro po- ll ,. 
'.< igf? . -- -, . 1 )  co de f  inido, con absorbanciqa distorsionadas. A<- 5 ~ w u z ~ ~  4, n 1 . * . ;  . 
I , I  . 
. .; . , 
E l  uso del espectrofot6mstro de her d iv  idido e. v e n k  
joso para estas muestras en r s d n  dc l a  ubicacidn d . l  f o b -  
mul t i p l  icador, a rnenos de un ara de l as  celdas, y pep p o u k r  
ademas un area fotosensible mayor. *.by': , , '.:i,;i-a 
" 4  t I '  1. . < -
E l  grad0 de dispersi6n producida por l as rnues*prs tur- 
En nueatres medicionas no sc prssentaron 'diferencia. en los 
nive les espectrales de 10s citowanws por e l  hecho d0 ut  i l  i- 
zar m itocondr i as frescas enteras, o congel adas, c u i h d 6  
qus en todos 10s ensayos 
5 . * 8;'f-b - .i 
. p, ,q .. .,.,..?; .' ,.:'kr+ fuera c~nstante.l,,.,.~,;, - , 
i- L<.L  . 
E l  espectro di ferencial ,  re&tcido monos oxidado, .s 
debe a l  sfecto de l a  reaccidn can ,d i t  ion i t o  y fer r ic ianwo,  
I respect ivamente, en coda cubete . m ienttras que e l  debi;;drr a!'. 
espectro d i feronc i al prop io d6 a suspensidn m i t o c o n d ~  is1 
r I. ,jp. 
t i  I . I L L  
se anula. * i  -. 
I , , 
" 5  
, F A  *.& * 
,Las medidas do absorbikeia lefdas eirtre 50Q y 530 nm 
I I detoctaron las bandasdde 10s citocromos con m6xiraos on 605, I 563, 550 y 554 nm correspondi.ntes a citocromos s3, b, g y 
, I-', un codo do citocroino cl , respect ivanento. Un tri lzado t f p i c o  de l os  espectros di ferenciaioe an. l a  f recc i6n nitocundriel 
m 
d6 corar6n de r a t a  aparecd .m l a  f i g u r a  X V I  I 1 .  
I 
F igura X V  I I I - ESPECTROS UI *T@NcI ALES DE LA FRACCION MITO-  
CONDR l AL DE CORAZON DE RAT&. 3, $ n~ de proCe fnas en medio de 
fbs fa toa a pll 7.4 en cada auketa, a una ss edicionb' f e r r  i c i a -  
nuro y a l a  o t r a  d i t i o n i t ~ l  6e registrb ta  d i f e renc ia  de ab- 
sdrbanci a ent re  10s c i t o c m ~  oxidsQos y redueidos con un 
espectryfot6metro de haz dividido. Deta l les  en e l  texto=. 
, < -  
Determ inacidn cuant i t a t l v s  de sitocronios e n  ia-mmbrana - 
mitocondr ia l :  E l  m&todo de W i f l i m a  (1964) permite l a  e s t i -  I 
macibn s imul tdnea de 10s citocromoa mitocondr i s t i .  can  elu  
., - 
planteo de un s is tena de scuaoionss con 4 i n c 6 ~ n  it- cuys- : ,, 
. ;- 
resoluc i6n da l a  concentraci6n de cads citocromo an micro- - -'-I%A ~i 
moles par m i l  i l  i t r o  do soluc idn preaente en l a  cel& del ,  I 
3 L. .,'. , 
. 2 1.:. . 
' espectrofotbmetro. Estas son: , . 
, " \ k  [ 
-.' h 
6.51 XI+ 18.8 x2+ I 
- I4l6 XI+ . ,  0,91 X2+ 14.3 X 
- -  1 1  I- '  ,- 
- 0 8 2 2 X l -  - - 0.59 X2+ 0 
a .I 
. , 
, rC 
'15' a25' '35 '45 so cal cul an por di ferenc i e  rnWk t as 1 
l ec tu ras  de 10s p icos de lon~itvd do onde de aclxisws y m l -  
n imos de 10s citocromos 
' F 
dl A esas absorbanc ias  conak 
10s citocromos en une propope 
I 
# 
-4 
y su coef i c  iante da ext i k i d n  a , I  s long i t ud  de ond. coyras- 
. , *  
pond'i ente. X ~y X sen i elr concentr&ionieq buscadas X2' 3 4 
de 10s citocromos p, pl , 4 y s3 y l as  c i f r s s  qua Sos acom- 
paiian en cada acuacidn I ~ * m e f i c i e n t e s  de ext inc idn m i l  i- 
I 
'molar en el par de longi~,w&s ds onda Iefdo. 
W i l l iams presenta l a  r*eeol uc ibn del si  sterna de ecua- -4 
c inones por sust i tuc i6n  apl iCondo la. f6rmul as siguientes: 
y de e l  l as se dsducen l as ao r~espandientes concsntraciones: 
c i t  b: 
- 
c i t  c : 
-I 
, c i t  c: - XI. = b 1 5  - 0.03 X4  + 0.149 X3  - 0,491 Wp 
N iveles de citocromos en mi%ocondr ias card fac is  de r a t a  
diab6t ica: La tab1 a X X V  resume l as .medidas efectusdzre con 
muastras dc ra tas inyectediss con estrcptozotocina y - p e e s  
c d n t r o ~  . cotno I as d iab6t ice. t ienen corerones tie UWP te- 
L 
nafio y se h i m noed&r io  agrupar 3 corazone. para que 
l a cant idad do protelna mitecon& i a l  en Cas dos oubatas 
d iera l os  picos espectreios bien definidos. Los reg is t ros  de 
m i tocondr i as d i abGt i cas y test i goo s i guen curvas idant i cas 
y 10s resultados dc l a  %&fa indican que hay leve  disminu- 
c idn de 10s nivelee: I&% ol cltocromo p, 9% e l  a+, 88 e l  b, 
y 3$ e l  p,, s i n  s i~n i f ic .nc ia  es todfs t ica .  
' .  
I 
Tabla X X V  - ClTOCROMOS Mt-TQIZZZWDRCALES EN CORAZON DE RATAS 
TRATADAS CON ESTREPTOLOT~INA: 10s espectros s n t r e  500 y 
630 nm f ucron medidos en.'.unt'sspectpofof6motr?o d i ferenc i a1 
de haz d iv id ido .  En cadrp'awbeta, 3 a 4 m g  de pro te rna  m i -  
tocondr i a l  . Los resul  tad; ae cs lcu l  aron apl icandO l as j n  , . 
ecuac iones propuestas pop W i l I ima, ( 1964.) y se oxpresan ' 
como nmol es/rng prote fna can el e r r o r  standard. E l  nQmero 
n : 'ride experimentos f igura enCre par4ntesics y cada uno es un 
- b!  T,m pronedio do 3 corarones. Lss pruebas de s i g n i f  i canc ia  dan 
.: L .  I 
. para d iabet icos p >0,l(no significative). 
Tes& ig6s (8) Diab6t ieos (5 )  
c itocromo aa l,ZOl 2 0,050 1,097 f 0,140 
--3 
88 b 0,877 * 0,047 0,807 f 0,061 
i'- 'I. ,' 
*' - 19, 
< ' $ $ I  O,ia * 0,005 0,256 * 0,016 
88' i E  c .  
, ,I - 0.685 2 0,038 0,604 + 0,039 
Los t raba jos  de W i  l l iams fueron rev  isa&s pur Vanneste 
en 1966, quien c o r r i g i 6  a lgu~us  coe f i c ien tes  de a h r c i b n .  
Apl i c w s  esos valores para nuevos C A I  culos, an l ea  qua l a  
pal ac i6n de ceda c i t o c r o w  sn d ieMt icoSs y teat iw) par 
supuesto se mant iene, y el mnten ido  de c i t ~ c r ~ r n e @ a s  81
que vcsnros en l a  tab1 a X X V I .  
Tabla X X V l  - CITOCROMOS !&TOCONDRIALES EN CORAZON , . J  .RATAS 
TRATADAS CON ESMEPTOZOTOCtNA, Cdl eul oa de l os rn i-s exper i- 
, mentos de l a  t a b l a  XXV'con Sgs coe f i c ien tes  de absopcibn 
segdn Vanneste ( 1966), earn se expl i ca  en e l  tento. 
* 
' Concentrec i6n( nmo I os/iQ) 
. 
Test is06 ' Dieb6+4c6~ 
c itocromo aa 
-3 
Los coef i c ien tes  ds entincibn o que hecs r e f w e n c i a  l a  
tab1 a X X V l  son: citocromo t?, 3 I2.O d-' un-I (Van Gsldsr y 
-I -I 
Sl eter,  1963) , c itocromo g 21,l J( cm (van Gel d.r Y Sl a te r  
I 962)  y c itocromo 28,s At0'as-' (zausg 9 R iesks; 1962) 
De 110s resul  tados ,expuems.  vsllos que expresando los rad  
d ios mol ares de cada und,ra.pecto e l  citocromo El, al que 
l e  asignamos e l  va lo r  d e , 4  podrsmos aproximar a n6mros 
enteros: (e3:b:c, :c)=(4j3; I ;1)  en base a l a tab1 a XXV, 
y (e_aj:b:c :c)  = (4;2; 1 :'el s i  tomanos valoras ds l a  ta- 
-I 
b l a  X X V l  que da menor relm.ibn del citocromo b. 
- , 
Los datos do Vannests fueron medidos en m i tocondr i a  
de corar6n de bovino y son csrcanos' a IDS qub obtuvimos 
en ra tas .  Es mayor l a  proporcidn 5:aa de nueatrs prapa- 
. . - 3  
rae idn y puede tomarse corn ~ R ~ ~ C Q C  ivo de mitocondrias 
fntsgras porque el c i t o t r o ~ o  = p u e h  perderse durante e l  
fraccionam iento. 
rg 
4 $,$ < 
Jk= (> 
.Ti;.. , < ,  
L ., - ?Pi 
;Bkart(.y V I  q - .+.... B' I I
- * .: d-. 
. ,?4$ ;. , , ' "  
0 k,g.lp u s i, o N. - - - 4  
. :., - - 
c-:, +* 
; I. ; 
E l  efecto de l a  diabhtes a ineul ina m b r s  Ias  funcio- 
nes m i tocondr i al  es es un teare frscuentemente estwdi ado en 
. 
e l  t e j  ido hepet ico an re lsc i6h  con su pspel rsgui+r &I 
metabo l ismo de g l  d c i  doe y I tpidoo, , pero es escasa 1 a infor- 
mac idn qua descr ibe acb ividades enz imbt icas y rem ipa to r  i a 
del miocardio, que generalnasnte, fueron medida~ compte 
mento de aque l l as i nvest i g s ~  iones r e f e r  i das s l  hfwdo. 
E l  metabol i smo del mioaardio exh i be al  gunas ewacte- 
r l s t  icas que 1.e son propias y ot ras  en com6n con @I t e j  ido 
de muscul o esquelet ico adaptadas e l a func idn da ,~n:. traccib 
r f t m  i ca. La ev i denc i a morfoJ dg ica de abundantee -++as en 
re lac idn a l  volumen m i t o c ~ n d r i s l  err t f p i c o  de a w t t a s  t e j i  
dos con importante demanda de ATP en 10s que p rev~ lecen  
10s mecan i sntos ecrob ioi poro l a conscrvac idn de . l a  snarg fa. 
Lo8 p r  incipal es nut r  iantes mstabol izados en :.mS tej ido 
cardlsco: bc idos grasos, cuwpoa cetdn i cos y 91 u a s s ~ ,  oo 
p t @Can su degradac i6n c o w s ~ d  imantads en l as m itcrwaondr i a  
donde se l ogra l a trensferenc i it ' wn t r o  l ada de l or- cl r c t ro -  
* 
nes desde esob electronas n las coenr imas. Estos praceso 
imp1 ican un c i c l o  de 10s acidos, t r i ca rbox f l  icos my act iv  
y coordinado con l a  rooxicbacibn de l as coonrimas a 
dona rospi ra tor ia .  
, 
Dub ido a I a f n t  ilne coMxidn antrc 10s procow 
l icos m itocondr i a l  bs y & ' u l  traostbuctura, e l  eas$&io do un 
ostado f i s i o l d ~ i c o  o pablbl)ieo pa r t i cu l a r  dsbe esfar  enca- 
rado integralmente en o&s doe e~pectoe. Toaando cotno ejem- 
p lo  I as l evaduras en I ee que, cjtando a Packes y e e l .  ( 1973) 
"el fendmeno da de'f i c  ien&i as resp i ra to r  i as ocasionedo por 
*'. 
' tp'il 
. , .p >:< ' * .  
.86 
7 I, 8 
, ' -*G$d. ; . , % 4 2'. ;' :?- - h. &.. i- . 
I!, . r - - -  
-. c.7. 
l a p6rd i ds o al tersc i i n  q$m . p i l ~ ~ @ d ~  i.al w en 
L . .  . - . ->dr ,. . 
toembranas f ~ n c i o n s l m e n t e ~ ~ i o l e n f . .  can d~crecimlento de 
< .  t;. ' 
l a  ac t i v i dad  ATPasa y & ~ ~ ~ i v i d s Q ~  ,, . anzim6ticas, resp i re -  
L i  . 
MP ias y componentss &I ~,C~$WPUW , : :+..;, - sir $ Y 8, " 4  .$?. bass a 
este model o exper intentel .'+I 8- Cevabtr~as en c reo ip isn ta  
bnaer6b i co y con e l  consl(@@~.*to d. qus ex i sten defic ien- . 
. . ;,$ 
c i,as r e s p i r a t o r  ias, anz im&31cfa& 'y  &a l a  b'iosfntesi.sc p ro te i -  
ca en m i tocondr iee de i.amff-. 'en estedo diab6t  ico que ye 
b: 
se comentaron en at c a p f t u l q  t l  +I, se disefiardn 10s ex- 
per  imantos para el estudjo * 
1 ,- I- 
X as eorrespand i entea Qunc io- 
nes de l as II i tooondr iea cyb).l)os; do r a t s  diab6*tm,, que . 
- .  
t' . 
:a 
se proyactaron sn l as ripll&tea direcciones: r) &@iv i d a d -  
r esp i ra to r i a ,  b) .activid&&.en~h4k(ticas locel ir*$lr en el 
< ,  . . 
cordar t  i m  iento in tarno i*ih&@p i l l .  y c) v 
+Inte? is  -- proteica,. e , ~ ~ i r * , & n  . _ . * . - . 1. mercacibs d., 
. I de I a ,membrans 'i nterna, 
L . *  Cow, resu l  tach de esBd edydios  oe dete 
I sfectos t r a n s  i t o r  ios en FY st% a i a diabetesb a < .  tat de (s r a f a  sobre la ~ l h p i 4 . d  del *ran 
. . 
nes por l a  cadene, w b r e  S S n  ,imcar(.pracibn 
- I-'- " 
;+oI ipdpt i &s en a itocondp!&'arltep.., y un efac :: .{; 
- 7  - 
.f '. :, -.s i s t e  en l a di  abet.. c p 6 ~ i w  eb"e I s ac t  i v i  dad Q$$, w z i -  
._ ' I Yap&:. ' 5. $.;. 
o ma betah i drox ibut i pato d.;rh:i~*o+jenssa. . 7 r /  . 
, 4'. +. 
o i o n a i e n t o  de l a cadens p6*p icaeor i a, l e vel  oc i &@#:!:&a e, *,, . .l as.. 
o f  i dac iones de d i st into; i & ~ t o s  4 - y sl ecceso d*-2&& 431 s&u i- ' 
va l antes '. , de ' reducc i6n  om$^ &lidt i-doo 6 s&,n i&f t au ine. 
J ;.;' * 
$;'3*.: % , ,L Aqua1 l o s  natabol itoqL.*. ,. , . Imprimen mayor.= 
... .a 
- ' - 3  . f l 'ujo de e l  ectrones en i a. c a r d f d o ~  , - .  
g l utamato aportedos s iwl *,gs9t1mn?t.~. ta ens iqta%&@i$&a dee- 
h i d ro~snesa  es inh ibido w p d u c t q  pero el- megado . . ,  
, . -? 
'rn i nac i6n cata l i rada por awarf eo-$1 utmgto  am i not tansfera-  
sa m'itocondriel, protegieads a 14 onrima de su insc t i vac i6n  
y acelerando l a  sntrada &I* NADH s la cadena r e s p i r a t o r i a .  
La reacci6n de transamin#cfirt parece mbs probable sn e l  mas- 
.culo cardlaco que I a vFe .& .la glutamato derh idra~anasa,  
por ser esta onzima menos sct iva en corez6n qua l a  t ransa- 
\ 
minasa (Davis, 1968). E l  e.lquema cAa reacciones es el que 
s i clue! I 
. 
GLUTANATO , 4 
I 
'Aspartato hr 
p-1 
-oc cetogl u t  . 
8 
' MALONATO 
! 
1 FADH 
I 
I - 'NAD ma1 eto desh i dro~dnasa . 
2 - QI utamato-oxal acetato C ransv  i nasa 
. 3 - QI utamato desh i d r o ~ m a s a  
. 4 - CP( cetogl u tara to  desh i d&e)enasa 
5 - succ i nato desh i drogenasa 
6 - t ransportador glutmato-aapareeto 
7' - t ransportador 'ma1 4 6 -  *e.togl t i tarsto 
E l  movimionto desde'y hacia I s s  mitocondriar, esta fa-  
vorecido por 10s transportadores ds membrana que intercam- 
b i an ma1 a t0  con acetog1 u t a r a h ,  y g l  utamato con aspartat0 
.I E l  ci cstogl  u tara to  t.iene doe caminos. a l t e r n a t  ivae, su ox i -  
' P a '1 I 
- - -  
dacidn en e l  c i c l o  del &tido c f t r 3 a ,  o l a  sel.idar de l a  mi- 
toco'ndr i a. Este (rl t imo pa* @st6 es t  imul ado por  I as concen- 
t r a c  iones re1 a t  i vas de ~ w e s g l  utara to  y ma1 ato  a ambos l a- 
m s  de l a membrana ( W  i l l imaon, 1979)'. En e l  esqusma ante- 
.r i o r  pueden seRal srse la *  pmm~ iones  I y 2 r e l a t  iveslente 
mas act  ivss  que 3 y 4 ( L . N ~  y co1., 1973), I s  r s a c c i i n  5 
bloqueada y l as 6 y 7 intepcembiando 10s metabol i b s  ent re  
l as mitocondr ias  resp i rentes  y e l  medio de reaccidn en l as 
que se suspend ieron. 
' a %  
Este conjunto de reacc ione~,  qua const i t uye  el s i s t e -  
ma de l anzadera del ma la to~aspwt&o  para i n t roduc i r  10s 
equivalentes de reducci6n citopEasa4ticos or ig inados en l a  
g luc6 l i s i s ,es  mas ac t i va  que I s  lanzadera del ~ l i c e r o f o s f a -  
t o  en e l  mdsculo cardfaco de scuerdo a 1;s result&. de l a  
t a b l a  l l l , t a l  con0 Puera d m ~ s t r a d o  an e l  mdsculo eaquel6- 
t i c 0  (Bookelman y co1.,1979; L~Noue y col.,l973). 
A l gunos i nvest i gadores .ose ienen que l a enz i m a  H BD 
cumpl e tambitln en pap.el f i s i a l b k i c o  d e .  l anzadeia in t rsce-  
I u l a r  con e l  3 -h id rox ibu t imfo  acluando ds t r a n o ~ o r t a d o r  
ae equival entes reductores, fwbi6n de un t e j  ido e t r o  ( ~ e -  
v l  i n  y Bedel l, 1960; Krebo, '1961 ; K I  ingenberg y MPen, 1963) 
r pero nuastros resul  tados dsarusest~an quo su p a r t  ie ipec ibn en 
!F $ Y .  
e l  miocardio es escasa y 'minos e f  icaz que e l  sistama del ma- 
l ato, que produce una velocidad de consumo de oxlgeno que 
' dupl ica l a. generada por sl  betah i d rox i  but  i r a h . .  
Las medidas de u t i t  iz&eibn del oxfoeno eh e l  estado 4 
sbn do1 nismo ordon .qusIloe austratos l igadoe a l  HAD: 
ma1 ato, 3-11'8, H cetogl utaa~ato o piruvato,  per0 e l  .Indice de 
cont ro l  r e s p i r a t o r i o  I l arnivtivamante bajo en e l  csso del 3-HB 
parece ind icar  una rcatr ' iu@ibn dal f l u j o  t o t i t l  dm etectrones 
quo no permito t raspaser ciortos niveles, a6n acCivado por 
ADP o dosacopl antes. Dates pub1 icsdos por Pande y B I  anchaer, 
( 1971 ) son razonablemente cercanos a 10s de nueo&ras expep 
r iencias. sus mitocondrqlr de cprstdn de r a t a  t i-n una ve- 
locidad de consumo de agt-h~ con 3-HB 50% mds lenta que con 
malato y glutamdto y un eaykreI r ssp i re to r io  3.3 s im i la r  a1 
de l a  tab la  Ill. 5 I I .  
. - r  3' 
. 8 
.m 
. 
Respiracidn Y f o s f ~ i ~ s i b n  ds lag mitocondries de ra- 
t a s  diab6t icas y t ratada*  on inaut ina. Las observ~ciones ,. 
Y 
e,n ra tas tratadas con es t~dptoro toc ina  indican que l a  velo- 7 i 
cidad de l as oxidaciones y e f  ic ienc ia  fos fo r  i l ante mitocon- . 
dr i al  est6n proteg ides en mrar6n, comportam iento s-ira i l ar 
a I de l mQscu lo esque I 6 t  ice, rqQun 1 o demostraron Fave l ukes 
y col . ( 1973) y Dow ( 1967). Par o t r s  psrte, I s  l i t s r o t u ra  o- . - 
f rece numeroses ejemploa cia derficiencias respirrr$orias en 
l a  mitocondria hephtica de patas y o t ros  rnamffe~cz* diebet i- 
cos ( ~ a r a n o  y col ., 1972; Hal l y MI;, 1960; Matsubp4 y, To- 
chino, 1969; Lerner y col . ,d'972; Veatsr y Stadie. 1957; 60- 
, 
ve r i s  y col, 1969). 
' . 
La disminucidn aparsnb del control  resp i ra top io  e&i- 
mu1 ado por ADP a los 2 df.8 dd inyectar estrsbtoicltocine, , 
que apareca en l a  tab la  V, at resultado de l a ~ & i w l t ~ n e a  * 
disminucidn de l a  velooidad an e l  estado 3 y e l  mmeako de 
l a  velocidad en e l  estsdo 1; La ecalcracidn ds 1. peapipa- - .  
ci6n controlada, estado 4, de I a s  mitocondr ias d,j.qbdtioss e 
re1 ac idn con sus t e s t  igob ea un tpdice de; a) ' mayep b s s c o l  
p l  a entre e l  mccan i smo nocon~vrdor dc l a enorgt. y t a cade- 
na respi ra tor  i o ,  o b) dialpscibn de l a  energla poc a.firuls- ,. 
- * .  I 
. w 1 
c idn de l a  ac t i v idsd  ATPau o pop keacciones cnde~&nicas 
. % 
niitocondr i a l  es. S i  t o m b .  3a resp i rsc idn  del s+a& 3 como 
ipdicacidn 'de l a  velocidad h r s a c i d n  de ATP, mfonces 
puede interpretarse coma 'q* dsfacto o inh i b  i c i dn  +-pa- 
r i a  de l a  ATP sintetaaa 'o & l a  disponibi l idad ck ADP y P i  
dependiento en este 6 l t i -  caao do permeasas. 
So han presentado evidenciss do l a  ink ib ie i4n  do l a  
aden ina nucl e6t i do transloease jmr acci6n de lo. Bc i&s 
s\> ,. -- 
. \;&?. .:-'- * . 90 
rr i)))?. ' 
, I < ,  
N .  
?.? .r4,. -. .= '- t 
grsrrcs I ibras o sster$$&+&i . . t b . L i t  I: . ,, , con co&nritaa A @ii(^ w p i to-  
*>, P '; L 2- 
1 ,. ' condr i as de r a t a r  d i  
I,' I tar.* (~9rn.r y cti 1 . I  972; Shus y - 1 
: . . . jJcol . 1971; Shertzer y P i  IPT6; Chua y Shrew, 1977). ' 
"-'" Los 6 c i Q s  erasor, se a'& mn el' h l ~ a c b .  an ~4apFodos de 
degradec idn exces iva +; f @ lot iu$r i doe, pap e ja@o cusn- 
,. . 
do se induce e l  estado dlifb$*iv, y pqathti 4 Is ,iir&ula - 
' r 
- . c i6n autnantmcb I s cena@ep.ci$n i n t r a c r l u l s r  @$$%tros te- 
1 I: '.2tl.' , 
. 1.3 j idos.  En t e j i d a  cardlhwi  y q6& svibnde a 
- - t i - ,  e l  decsimisnto d* !'1 ~ e ~ l r k c i b n  e  e l  c 
- , a  
- 
# 1% 
dependiente de l a  cenca~k&~16n . . tie palmitoi 1 
t 
; ' I ~ o o d  y col .  1971). L a  prfpe& i nd i cm i6n  en I 
'. j sobre defectos d. l e wt &.id %sfor i l ante mito 
I ; r '  ! I ,  
del corazdn pop efecto 6; l c dt~betats, qus p 
" :. 1 Haugaard y ~ i u ~ a s ~ d  q ( ( 2 i P 6 4 , ~ i ,  udi 'da  en uh 
I : I  
t e  j i Q que n e t u m l  merit&&$. .antenet- una a 
. ,-, 
t r a c  i6n de sc i l -CoA y ha&@ ip&w que este me 
. en par te  r e~~onsab l .  dsl &fa@+ observado. - r C " .  - 
7 , i .- 
Para nuestrae audi;du, wh 'mitocgndr ies a') 
t a m s  de e l i n i na r  ess ~ B - C  ; t p ~ v 4 s  de reps 
de l a  f racci6n mitocwn&'i+l- y ,medianto 18 sdirof 
# ,  
m'ina a esa sal ucidn, pep@.- l e .  abi6n inh ib itop 
trsnslocasa pock la msnif&aese ~ 6 n  con cence 
-. 
6c i dos srasos infer iorl~l,%.-ld; .necesar i as pep 
l a csdena resp i ra'tdr ia )r',.no ,pucda &scartapre 
* 
: sable'de l a  deprssi6nv c#d:.lconsuao ds onlgen 
3, qoe se present6 a' lora$. d f m  del t ratami 
" forotoc ina. POP o t r a  @&a, los rsvvl tsdos 
" 
,I . 
# 
, %' . 
tn yivo" de l as  m i b  i~ diaMBicas daaiscka,&fc-~nto 
en que fusron suspend.i&k .hn .tan mad io wf if iai&&: u l  aoc io- 
naQ para tograr l a  m w  vmleaidad resp i r a t a r i s  pero ale-  
' je& dc l a co-s icibn&$ -, ;@pay,~c.t imientn sxts~no n itocon- 
. = . - 
- 1 
.. 8 
etapas del a is1 am ionto qua pueden ocas ionar defies m8s o 
b 
.menos ev i dentes seQ6n t s frag f l i dad de l as membsnas. 
'. La si tuaci6n invapka ds elevado lndice de control  
a , a  
' 8 ,i- 
* .  - resp i ra tor  io es una ev{'de-ncier de la' estabi l idad ds I a pre- 
, 
p a ~ e c  idn y una modida da la conasrvecidn da 10s compues- 
, t o s  energ i zados dgntro &'I cornpert i m  ionCo m itocdirdr i a l  
-v 
acumulaci6n t ionde a i n h i b i r  l a  veloc id  
! I  . t t  - F -  -.?T- >$, b14tP i :  --d:-* 
, I  I [ '  , !TL-:rdp ,*= , *,,.a 4 - . . \  % 
A t rav6s de 10s trabejos ye kncionados de Lwner  y 
. ( 1972), Harano y cot. (4 972) o Matsubare y Tach ino 
(1969) parece aclararcls qwcs un fac to r  decisiva que 
!p$ se puedan detect& def i c  ienc is. rssp i r a t o r  i a ea r u seve- +< 
;$'.-u ' 1 .  :-&]r i dad de l a d i abetes por al axano o por pancreat&m#a ' 
-# . i.' y, 1 
:E" ! Ah .' 
c - .(ROI dan y co 1 . ,197 I ) , cumdo ee e l  eve l a concsnf~@oibn de 
, . <I;- 
Bc i dos grasos y cuerpos c&bn icos c i rcu l  antes. &@ ausnko 
se restablecen 10s n ive les normelee por l a a c c i h  ih insu-' 
: I 'i na " i n  v i vo" recuperan, I srrs def i c i enc i as resp i-op ias. 
. - 
I " '  f i 
'r . ,  iErLij La ace1 eracidn de l a  neap i r sc idq  y fosfor i leti6n 
. 46 
'\POP efecto de l a  administvsoibk de insul ina a rat. no 
I -.-.. n~!id i ab6t i cas habf e s i do comiprobqda por SchBPar y N.Bcrk an I S t  
1968 en l as m i tocondr ias 'hepbt ices y se conf irm4- an l as 
. . de miocardio con 10s experiaantos dc l a  Cabla I V ,  eon l a  
I, - i 
sat vsdad del. fndice P:O' que no se a l te r6  en miocardio. 
' 
- Lo mas signiif i ca t  ivo que podelnos deducir de .@wstros 
datos experimentales y de l e  bib1 iograf fa  c i tads  - ' l a  di- 
' l , K  
., ferente respuesta a l a  diabetee cntre l a r e s a i r w i 6 n  mito- 
' condr i a l  dc fraccionsa aisl adas da tej ido hopat isp y mus- 
cular.  Fisiol6gioamentg l e  edtabi l  idad do eateo benciones 
mitocondriales es c r f t i c a  y ~ s r e n t i s a  e l  accese, wrmal de 
ATP a un t e  j i do con e l  evada demands energBt ica wmo es e l  
8 . 8  
;A- - T C  &'!k a 8 : > -  g' Se considera quo (a 'dindhice del c i c l o  do lo. Bc iQs  
L Y ~ ,  
t r i ca rbox l l  icos est6 a f i  5ada en e l  organism0 diab6t ico a 
. * 
. .. ' 
$FFtal punto que no parmite i s  oxi+cibn completa d.!.~:. ,(Lei- 
rr. .L.r 
, .  dos grasos hasta CO y ..tiru(a l a  cetogdnesis; da nuestros 
'! 1 2 
- I -  - I exper imentos puede deduc ilr+e que I s ve l oc i dad de reox i da- 
$ d; . 
:. 
. - 1 '.A 
c i6n de l as coenz imas en: tb cedena r&sp i ra to r  i e  del m iocar- 
. d i o  no es I imitante del c i ~ l o ,  'no se modific6 e l  f l u j o  m6- 
a xirno de 10s eloctrones mod~lado por var ios intertnediar i o s  
,I - 
y metabol i t o s  aQn en l a diabetes cr6n i ce  ds 30 df as. Debe 4m 
- especularse entonces con fiactares fl irnitantes en otms pun- 
. # 
toe  del metabol imo,por ajetqplo I s  velocidad de re&cciones 
anapl e r6 t  icas para e l  fl u jo  de intermedi ar ios hesie e l  c i- 
c l o t  l as  actividadss de [as anzinea que i n t a r v i k ,  l o s .  
n i ve l es m i tocondr i al  es ck ioms, eactores y enz imia., d is- 
, . 
,y-L? 4 
C 
I : pon i b i l i dad de pystratos, factor.. de mernbrena. 
rt .:. .bCI, a r 7  I:.:, , 
-- .-ypp; Act i~idades"'~ehzirnbt icag en 1 a m itocondr i a  awdtaca e9e 
.' , 12 .a 
ra tas  t ratadas con estreptozotoc i na: SegQn conce&kos de 
Schl fer  y Nlge'l ( 1  968) # l a  valocidad resp i ra to r  ia en cmd i -  
ciones 6pt irnas ostd l imitada W r  l a  act iv idad de Ias des- 
h i drogenasas antes qua pop los 'n i vel as de c i t o k k w P .  Se 
conocen var i as enz imas cuya a& i v i dad cata l ft i cs e&i di s- 
minulda por efecto de l a  diabetes y podrfan ser qn~ l - ldera*  
dos determ inantoe do l e depresi&n resp i r a t o r  it+ oc-o sweci- 
e 
nato desh i drogenasa de talscul e ssquel6t i co (A rms t .~on~  y 
a l anuzro, 1976). edon ina huctsbf ido translocasa y c i tocro-  
513 
rno ox i  dasa hepet i ca ( ~ a r n e r  y col . ,1972) y HBD hep& ica 
La ochinistroci6n de insul ins a rota..% 
;ut imul6 I a act i v i dad s w c  ineto Josh i 
b s h  i drooenosa, sl  utd~n ico desh'i drogonasa, i eooi t w o  dcs- 
h i drogenasa (NAD y NADP) , >gl utanato-OA tron5aai m w  (Schl- 
fe r  y Nlgcl , 1968). HarIlno y co1,(1969) contrapawn o 6stos 
eus ostudios en m itoconcbio heptst ica de ra tas  inya&odas 
con a l  oxano quo demostrafon que SB mant ienen' i nalferadas 
l as  actividades do la. anai I. del c i c l o  del Bcido c l t r i c o .  
con estreptorotoc ina in 
f -  
act i v i dad NAOH &ah i d r ~  
citocromo oxidsse no se *&&wencia ds l a  de tte.fi-8. ' 
: La a c t i v i W  HBD 
r a t a s  di  a w & a a  ' ?' 
. *  . i '  
.;. disminuy6 a l a  mitad do1 niit.1 en patas normala $.; -..J ' 
r i c idn  det efecto de Is 'i&i,$~~tatofoclna en I. 
r r  . 
nana de l a  d i a b t e  ? 'an inel ee 
que on algunas rat ' amentada y en 
' in inufda l e act iv.idad arp.$#$kr, qn cqnbio o I 
, ?  , 
3 :;-I- '8 9 ' * ,  . - 
: l a  disminucibn ea free0 B a ipr i f ics t iva .  . ,  
2-. 
, f 
-I 
- 
hlayor &snivel ss pr*8&jq qm 1 a m itocon 
, . ,  _ *  
donds l l e p  s 1/3 6 I f i  Q . : S ~  rdcr n t i ~ m a l ,  co i 
/ .  . 
mente con l a bilbiograf lg-$~ta& (Rold4n y o 
dal y 4. 1977 e y b). fZikg *niiG os.act ive 
terminedos tej i&rs e toe 49 pcrowqe da s u s t ~ a ~ ~ '  
rssgiraci6n csld ar; eI k j  *&jettie 18 m 
dad aspec f f i oa de to& .&-$ qqrcrgv inme, don& ocur 
,.'+ 
+ ducci6n del acatoacetotq 'el) au soeidn anab4l ics 
cs l iberedo e l a  cipcvl&&*. ~$.tejido hepdtlco.  
r- 
t.mbi&n un important; pi)~l(:'en t r interconver 
cuerpos cetbnicos, al  ptmt4 ' Q U ~  tea en h a l e s  h 
zados .p ierden t a capac i W .:dg I l erkr a un equ i l 
& l  ac idn pl ambt ioa 3 - ~ # Q @ a & ~ ~ # t i d m  ( M c ~ a ~ r ~  
. ,A:: 
D? l bal enca' entro l e st&bi$-e . h p ~ t  i oa ds ~ l f w q i  
eet6+1-lws y au ox i dac i+&..d#& tej  i &s psr if* 
, bend* I a concentrac ibn &;~tft jm total fP$iai 
* .. . 
.d iu inueibn del !%I% sn &,&it:.kit,idid da l a  q, 
r l a  uno de lo. detakineq#&.d.l  _ .  auacmto p ~ * l ~ # &  qua 
i-" 
-4 
. b 
. %. 
: j 
sa presents sn i s  d i a ~ i k ~ , ~  -- : L 
> 
. <.; 
-c I 
1. 
- 8 ki' *- 
En perros pancreOte&m i z e d ~ ~ ,  segtln datos d. Rol dan 
. ,.& . i 
y co 1 ( 1971 ), se incremrnta cas i 3 veces l a concentracibn 
t o t a l  de 10s cuerpos catbnicos y varfa al mismo tiempo l a  
re1 ac i 6 n  3 - ~ ~ / a c e t o a c e t & ~  do 1,8 e '0.7 ; estos rasul tados 
. son compatibles con l a  qenrrr act jv idad de l a  H 6 a  hepi5tica 
-.. y de miocardio. En l a  diabetes el cuerpo cetbnitx+ l iberado 
.7 I 
'- mtryormente a l a  c i rcu lac i&n y tclaobi6n e l  mas u t i l  izado es 
e l  acetoacetata, que pueck aprovecharse para su oxidac i6n 
completa on 10s t e j  idas eludiendo e l  paso parcialments*, 
' 
r: 
bloqueado - catal  izado pop l a  HBD, 
- '  
:?-. , peser de qua en Is * i toqmdr ia  cardlace encontranos 
mcnor act iv idad HBD en r e a s  d iabe icss ,  l a  velocidad de- 
' 
,k 
consumo de oxfgeno de ssas r i t o m n d r  i a s  a l  oxidar 3-HB no 
estaba inh ib ida (ver  t ab l e  Y ( ) .  Ss de e l  c8.o r M n c e q  e n  
l a t  ni tocondrias &I diabdtioo que I. ofepte d.1'N1Dtl a l a  
cadena, modul ada por l a act i v  idacf de l a ti BD, quede mduc ida 
a l a  mitad de l a  velocidw? nomal, que es aQn rcuficiante 
para promover e l  f l u j o  ~IK'JIIID & electrones en i t .  cahna 
asociado a esta enz ima, 
Actividad IlBD; efscto cia insul ina: 140 alca- a - 
~. 
ve r t  ir totalmente e l  d a b  ent iwat ico produc ido p ~ p  la ere 
t reptozotocina mediante l a  edmin i~ t rac ibn  de insut ina " i n  
"i F., *. vivo*. E l  miocapdio pas&& a1 t ra tan iento de 15 (Ifas re-  
cuperando e l  8m de su a& iv idad norinel tIBDj ests ~ a s u l -  
tad0 podr fmos tornar l o  mmo. evidenc i a  p re l  i m  inar on que 
t a t  vez no se I leg6 a un teatmricbnto adecuado pabb 18 re- 
bapacibn t o t a l .  .Un deta l le  l l u & t i v o  ds l a  t ab l a  Y I I I  es 
que no autnkntb I a .  act i v ldad & I as n i tocondr i as de re tas  - 
no d i  abet i cas i nyectadas w la hormone, s i  1 o Ooiorparamos 
con e l  est  lmulo logrado'por Schlfer y Nlgel con 4 cbosis 
de insul ina que aumentd JO wscarr l a  sc t i v idad  basal de 
HBD de l as  mitocondrias.de h f ~ d o .  
na o insul ina requerido $spa qua se aani.f ieste l a  dep~e- 
sion a l  estlmulo postopior de l a  sct ividad, indica que 
no se t r a t a  de una acci* pr imar ia de l a  hormona sobre 
l as mitocondr ias cardfama, sin0 que imp1 ica un desorden 
metab6lico ~enera l i zado cuyar consecuencias son mas d i f f -  
-... ,!I.- c i l es de d i scr i m  inar. Lr A &'fig . : ,
L- 
renc i a  de l as c l  l s i c a s  dash idragenasas depandientbs del 2 i '  
? NAD pc estar inclu lda en Ia scrtructura aftaments orgay - .  I 
-% r' 7 
nizade ae 1s membrana y aa dif fci l  so lub i l  izar la.  Los ' 
- 4 
ree l  i redos por. Mcl n ty rs  y - 1 .  en 1978 ev idenc iemn au 
insercidn parc is l  a travOe .A Is porcidn h idrof6blke di- 
r ig iendo 10s grupos funcioqt~~lsrs hacia e l  medie (a@-- ds 
l a  matriz. Su bc t iv idad no srr ckteotabls en l as  %i&an- 
dr ias  i'ntactas por e l  m&o& corr iante de l a  ~nedidb *a- 
I 
pectrofotomQtr ica del . #AD wducido en al curso & to  veac-' 
cibn, debido a l a  barrera c;Ce petrmesb/l idad al NA& ,La Fn- 
tcada de 3-HR, en cattab io, no e.tb sujete a r e s t r  i a&m por- 
I 
membranas por simple d i fus idn (!4oyle y Mitchel I, 1973). 
Esta disposici6n topolbgica expl ica l as  d i f a p . ~ a t ~ s  
voloc idades de reacc idn que raaul tan por l os d i  s t i ~ t i m  
m6todos para l a I iberac idn de. / a  act  iv idad I aten&%. Se 
l l evaron a cab0 s imul tdne imnte  con f racc  ionos m f t w n -  
* 
dr  ia les  dc corazdn l as prwbse de permcabi l i roc Odn y me- 
, 
d.ida de l a  act iv idad Hw swpeniendo que l a  rersisewcie 
pa r t  icu l  ar  a a l  Guno de arms tpstam ientos podr fa wrel ar 
d i fs ren te  f r a ~ i  l idad y Aloeidad de posaje del NAB-WADH 
entre muestras d iab6t icaa -y teat i gos. 
Los exper inentos d a o s t r r o n  que: I ) l a d i u i nuc i6n 
* 
de act iv idad enzirnhtica en muestras diabdticas, del 50 
-e l  60% en re1 ac idn a sur &a&*+, no es un a r t  iP.4cio da 
l a preparac'i6n y se av id inc id  i ~ p s n d i o n t e a e n t a  dal. pro- 
, ced i m  i ento u t  i l i zsdo para d p m e a b  i l i zar l as membranas. 2) 
l a  ruptura de l a  membrana;externa ck la. mitocondr iae ex- 
pandidas en un medio h i d h i o o  no permite l a  uni4n de l a  
HBD aon l a  coenzima que oourrs sn l a  cara inter-  ds l a  
rnembrana interna, y l a  baja atst iv idad dstectada rs-nde a 
dafios leves en las  crestas que permiten e l  lento pssaje de 
I r a  
' NAD-NADH. 3) e l  congel anieneo y dssbnQel amiento muoesivo . 
de l a  f racc idn mitocondrial praduce ruptuya a lea tar ia  y ' , ,  .- -.r P 3. ,11 
4 
- : .L1 
R" ' 
crec iente en sus metubranas; 1 a Q i ~ u r a  V l  l l muestre que l a  * 
. velocidad de reaccidn en funeidn d . 1  nQaero dr con~e la -  8 .  
n. . 
mientos creci6 para le l  amente an I as muestras diab6t icas y 
.us control es (en este exper i u n t o  mantuvieron una Gla- 
ci6n 1:4) y l lesaron s imul t&Mmenta a su activieh& M x i -  
ma. S i l a estructura u organ ir~c i6n de I a membpan&.int.r- 
.1. 
na estuviera alterada en Ia. rear  inyectadas c a n  **rep- 
tozotocina, no se manifeat6 an l a  veloeidad de l ibep*cibn 
l a  act iv idad HBD latent.. 4) 1. inversidn de 16-H. - 
ranas" ins i de-outu en I as pa& lcul a+ subm i tocsndabI6s 
I , r a m s  l a ve l oc i dad de reccc i4n caeaS i zada por l a plrrgara- 
I , c idn de pa r t  l cu l  as con lab &I m6todo de choque 0UBb.t loo, vemos que responde a l a  dese~ ipc i6n  de Mclntyre y -1. 
I ( 1978) de l a HBD con su cen*c.o act ivo e n  l a csra LI; 
0 i ferencias de HBD cs~dlaoe an ra tas  diebet icae: A 1  
I datsctar un Camb io enzieult icq eaociadD a una v w  i&.W en- 
I d6cr ina se pl.antea e l  i n t w m ~ t e :  . .  u produjo vu.l.ci6n - ,?I- de l a eapac i dad catal  la ica $e l a anz ima, o nos emnt~arnos 
I ante un d e f i c i t  de su ~ ~ n t w i d o  ce5uIar produciQQ mo- 
di f icac i i i r l  de l a  veloaidad de slntsais o de dggradrcribn? 
I .. Un poco miSs adel ante, sdl i zsrenaos l as conseeumc ias 
I de l a  diabetes de l a  r a t a  mbrr I s  atn tes is  de proteinas 
I 
en mitocondr ias cardfad-, ,paw ,em ststudio no 8. n f  i ~ r e  
en real idad a l a  enriaa HBD, profafna s in ta t  izada poi. 10s 
r i bosomas c i top l  asm(lt i coLJ e Incorparada a I a eutructura de 
la membrana interna. No lLIy haate .I prasente i n f o n a c i i n  .;,a 
. ., - 
. < I  
acerca de l a  modul aci6n & +u afrrtssio por ineul inn, y mBs 
;.. .I'g 
conf l id; ivo aQn ea e l  come Emisrrts acepea de l a vel oc idad 
de dsgradacicln 6 4sta y d. todas 1% enzihas, t e r m  tratado ' 
4 , 4:'. por Sch imka en su rev is i6n pub1 ;cads en 1973.k- :% - -  r -  
I 
Para j u s t i f i c a r  o local i r a ~  variacionecl cue1 i ta t i vae  - *':' 
debemos tener en cuenta, en una enzima l igads a la ambrae 
- - na, no 5610 su estructurs p w t q i o s  sino i n c l u i r  Ir poretdn 
,if' I I ip fd ica y su entorno I ipfdiao. Vidal , i  col. (1977 b;1978 +;,-,::a &$- - " ,  b) extrajeron apoHBO de mibcoodrias hep4t icas de vats dia; 
:.'$ . 
bht ica y demostparon que r s a n r t  itusfda con I f p i Q ~  mito- - 
, ; -- -, 
cpndriales normales aumonte: l a  Qctividad e n z i m e i w  . . que I 
ya no se diferencia de l a  d4 pet- rw diabeticas, J LL-  
I 4 l  r- 
* *- 
Las enrimas de wembrans a u e v t r a ~  sensibi l  idad a. peque- 
Ras var iac iones de l a .  estru&upa prote ice o l i p id ica  que 
se tranumite a6n a distanci r  a travbs del mosaico.fluf 
En e l  t e j i d o  cardlaco de rakar inyertadaa can ale- se 
&term in6 menor contenido 6 fqufbl  lp i&s t o t a l e r  pop 
disminuci6n de fosfat i d i  letanotamina y l isofoafat.i.di l co l  i- 
na, que ea sensible a l  t rbteaiento insulfnieog e l  
da foefat  i d i  l co l  ins B; nantiena inal tarsdo. 
. ., 
S inoh, 1978). Tamb i6n ae mnocksn var iac iones en l a  compo- 
s ic i6n  de Bcidos grams de 'tom I lp idos m itocondr i d e s ;  
 diner y coI . ( 1972) endonfrwm nitocondr ias d. raw 
tap con a l  oiano se .enr i qwwn rh 4c i'& pal mf t i co a expen- : 
rados; este cambio de c h e 0 c T b n  afecta l a  f l u idez de l e 
membrana y es e l  factor a! ~ w s  V i dal y co I .  ( 1978 a) con- 
arideran responsabl e de l ar m d i f  ioaaioneb de l a  errw~la de 
act ivacidn de l a  IIBD hepcetica sn.ntambrarrso mitocodr ia lea  
o en vesfculas de fos fo l  lpi&. con difeeenciaa en rua com- 
I 
ponentes de Bc iQe grawi12, S i n  emberrgo, energlarr & act; - 
vaci6n s imi l  ares para I ~ C B D  ds t e j  ido cardfsco de ra tas  
-., 
d i ebdt i caa y control , H dedujaron de I as curvsa en l a 
f i ~ u r a  V l  1 I, argumentan & oontra de une ace i6n m d i  ada por 
l a ' membrana acerca de mer.ictc ianes de l camb io crsnformac io- 
nal del estado act ive& en ease de di ferente g r a b  de satu- 
rac i6n de l as cadenas Brarae, 
Lob estudioa de Lanai y @ol . ( 1972) de l a  vwSrc i6n 
de act  i v i dad ds d i v e ~ s a s  en. imas 6 membrana &n:-ir tsrpe- ' 
ra tu ra  de reacci6n demostparon, oon una so ls  u o h i b n ,  que 
sus energfas de ect ivacibn no mn una constante y M pPe - , 
sentan d i scont inu idadss an lor wBf icos de ArrheaJyc a t&- 
~ e r a t u r a s  delfinidae para cada enzima que se supq& On 
I* 
pend ientes de I s. tslper.t;(idta dr eepcao i6n ck vase I' 
do-gel de sus componentas I ipfdico.; en e l  cam & H B D  18.5 
O C  es e l  l fmite entre 2 energfse de act ivacibn: l8,2 y 10,9 
kcal/mol . 
-la'' Vidal y c o l a  (1978 s) bnaayeran I s  HBD de hi 
1 '. 
r a t a  que no mostr6 transicE6n @**re 16 y 40 O C ,  r w  m :- :::$ 
e l  que I s  energla de aCtivaei6n en par t fcu las  sukPribmn- 
C dciales era de 11.2 kcal/*ol. En un trabajo postuler (19 
c) en e l  que abarcaron fb%pe~sturas mbs bajas rrconociero 
un punto de in f  lex i6n a 18% qwe apsrece co r r  icb, el u 
de muestras de ra tas  diabWicss,hecie Eonas de maysr 'temp 
ratura:  27OC. , 
Repet i dos exper im'ntoa ,que I l evernos a cabo gypn l a en- 
. . 
z ima incl u f da en aembrana? fprpmtedas  de m i t o ~ m L .  iaa 
cwdfacas mostraron 9pdZicor de Arrhen i us l inaak.. entre 
y 36OC y l as  e n e r ~ l a s  & arstivacidn que c e l e u l ~  para'  
t e s t  i ~ o s  y diab6t icos: 9,2iG: y 8,7 kcel/nrol reyseutivsr~sn- 
.<+ 
- - 
t e  scn cercanas e l a s  qw be encuentra en 1s bibt i o ~ r a f f a :  
10.9 kcal/mol en mitocondriaa con~eladar  de corardn de bo- 
. 99 
f : 
> +&$ 
vino ( ~ s n a z  j eat . ,#  3 gjga /W l (I.-+,. $ p b a e r  
1974) y 1 1 3  kc.l/llol, ' I  '; +m t . ,1978 a )  sn pa&fcul as 
s u b  itocondrialqm de b dr' m a ;  14.6 kcal/.ol en apo- 
d q  diniristoil> t ec i t ina  
r o  3 fosfar i l<$&J ina) en - 
I 'r 
cFat y col. y JS,2 kcel/ 
rol  en ppoenr ime d. sorr* # bviw reconat itufd. mbre . 
l ipo&nss de Iecitin. di.:&~+~(~knral . C y HsmesI. !913).  La 
. proximidad dr s.ta qcr i<&. -wc  - .,_ . , sm~eea un -miento 
s i m  i l ar  de l a  ear in. '*6fq-?&@&+io& , , +-. d. l a tempera(;& de 
rescci6n cuando is ~ . o ~ i i &  k r i r ( ~ * i ? e  eat4 eelrh@strk * .  en 
o i sferas de ul trm&m&Sr&; d/t&nfe. La a p e  de un 
puntd de i n f  laxi6n en ~ ~ - & $ w m t . c i o n e a  de eP)Mn iu. 
? 
- 5 
.*ti8 atmeis&, -9th V W ~  % t  y&t.(1978 . a), c(m 
, -* 
c i6n . de - -  l e apopytafn. ,+ ips.*?- . . - t o t a l  . 
de c9c idos ~ ~ a ~ c r ,  c&w pj&$.rr9 pear  scur~ ie  
r 
bp&nurn surfi0uldos e ~ n ' @ ~ & i ~ t I - l e c i t i n  
io se inseneible a 1 <&rut+lo16n -da f 
con Ia repibn proximal &.I-  ade en as. 8s 
esqu.mo de k l n t y r e  y.cq1:#?(#$t?@3, &fo parte 
.*.,; , I -  
I s  ~ f i p B t i c a  de ,HBD er J@mp+i mn toe Itpido. 
2. c 
I 
na, m ientrar, l e poreS8n' h#chY,FfC lea- bw mant ien 
: 
sit ior ,  activos srxteaiaw~;d la b9cepa;por 
del Itpido y su sepe~aei@ L ' f . u s  rkberla i 
:> 
no s f  e c t a ~ a  a i en if i crt ;&*it- eu. act i v i 
y . .. 
acontec i6 can l a mue.t& dmf &l30 cwdfsca; U(Ls 
5 . -  
b J a. dsber fan Bar a&;;) l'a$'ecc. irw o tit i stems. $-em- 
. c 
d . 4 .  
+ ~ % m  que 'atrav J man ~ & ~ ~ 6  1 a a ~ l b  
Sin- r b - 6  lo. result 
OBID. w n  opuestos s s ti%*$ qFP- qua 
- ;. - 
ancontraron 2 energ* di ,& $ v r ~ 0 6 n  papa I*. if&imtes en- 
- .  
. . 
Z ~ M .  de coroz6n do . ~DY&@.:J(TPw~ :I Hm, w(rS;- exidilsa, 
~ucc ins to  =it c r e k h o ~ @ i # & ~ , - ~ ~ ;  . .. en m&$&$Utp . . , ? x , - .  mlr 
.L ' 
+' 3 ' !;q I 
, 'eicndo estr op 
. 
shracon we en I a  raectl- 
veci6n de epoHBb p u ~ i f & & . ~ *  4 .-14 de corezdn de'bovimr con laci- 
-L?- f 
t i n e s  de cornposici6n v&.h$bla el  l a c ~ o  de l a  &*dens hidro- a 
. 
.. r . . 
csrbonada y el grad0 de ' i&!&kreo ibn no i n f l  uymi{asyormen- 
- ,  
A. 
, . 
te en l a energ f a  de ac% I V*A i4n qua' es una cons6ante cerca- 
na e l a de- l e enz ima ( ~ r i  1,4) mc#trrkme, y en una .F+C iente pu- .d 
bl icaci6n del misrna l a b r ~ ~ p l o ,  lsa&cson y .  do1 .(1979) in- 
.? 
forman que local i zavoq en' Aa c s ~  ibn polar de ,lest fosfo l  f -  u-7 
pidos l a especif ic idad &€r.iDs . 
. 
y es*ruc*urel twseseq.ia - , 
t -  
para l e act ividad enzim4l~ca. ' . - -.,? -' 
. I-\ - u: ! . - -. I <.w. 
4 % .  ', Cuando l a .  enr in& .pegad. s .I s marnbrena *e recono- 
ce 'su sens i b i I i dad at gsnte l ip fd ico:  e l  irtbrcambio 
de d i m  i r i sto i I -I ec it ina etgi 1.4 membrane p ~ d u c e  .&mb ias en 
velocidad de rsacci6n y +gfs 4c eat ivaci6n. -9th ~ i -  
--ha1 y col . ( i 9 7 7  b,1978 p). f a  enzima-de r a t a  diab4t ies 
recupera l as caracter.frse'.oa,sb ci net  i cas de l a enzima normal : 
af aumentar l a proporei ,h.  &Y insa*ur)ac i6n en 1 as l e c i t  inas .!' 
t, . 
dc l a  rnembrana ( 1  978 b). b&o podrfa i n d i w r  14 axistencia 
da f a c t o r~g ,  i n t r  faeces dt~r'le membrane con un psptrl rnodul e- 4! 
&' I Cd dor de l a enz ima qve ~)r@n i t i ~ ~ t a  eu ndo se nwrd.if i ca .I a . 
I 
re1 ac i6n de l os fosfo l fp ikha  i na&tura&s:en l a membrana pe- 
n .  . !{ i f  - '  
r o  no cuendo cambia e60 r$'lacibn en los  I iposomko. -- 
- ,  Ll& r . ,  , 
, .I& ' En una ser ia  de expe'!mg,ntos intenternos ~ s r b i a  l a  na- 
h b 
. $r ir hidrof6bice a la c d -  &st& m i d *  l e enr ima cardface da 
I J 
I! 8 
R 
r a t a  sometiando a vibra$iQn s5n3ea juntanente westculas 
f 
submitocondrialcs y ~es,f,ct&icrr be leoitina de yma de husvo 
, si 
' y en ai gunos sns?yo.os u ~ f l ~ r k t l  que 1 a '  ve16id .k  ~CPL~P~M 
+ :  
. , , -" 
- .- 
de l a  nuestra dieb6eigmd*.aoemaba al  v a l c v ~ . ~ ~ l .  , . Eetoe 
resu l tsdos sumentanto- p ~ ~ $ m  imro. no fueron q$4f ,i-m(oa pare. 
+ _  
un deto e s t s d f d i c o  ? . lo .  inprebi. io*a'~,- ls meto- 
'3 'T k. 
I I I  ,I.. - c 
I .: . . ,;- -. 
- 
8 A-1 d 
;-l-:qua t ienden a formar *eldPs de Oren tamaRo o 1 lpos~rnag 
I.. P '  (i 'A. . 7 > -  
J': inu I t i I a~n inares que so B be e r r o r  en I a med id% de 1, a 
'.' 1'1 
:--1.' ac t i v i dad  HBD (Hexter en,, 1973). Lao p a r t  fcu l  as ob- ( -  . - E  
t en  i das por v ibrec  i6n #pfcs no son honog4neas y .us pro- 
. A 
p iedadea a l  tarnente dep&&&ehtoa . - ds I as condie i-s p rec i -  
s a s  da l a prepapac i6n .  Pslfl ~v i t e r  I a .  het*rog.tk$ckd de ' 
. , 
I pa r t f cu las  submitocon~ihlse en lets medid#&* a c t i - '  .%' i dad debar fan f r e c c  ion&&*- pare anal i zar segh-Od@mnte 
1 ;I . t 
I q I  I , l as d i fe ren tes  pobl ac iom~" ,  De astos resultadogj . . at i- 
surge l a pos i b i l idad g h  cone i nuar con el It 
- . d  
. - 
ento 
I ' I  I a e n i  ima reparacia d o  CYS I fp i d o l  n a t u ~ a l  ejoa- 
* J h F *  * : 
b 1 bl o con 1 os expsr itnenta. prusados de apoenz ima j r es  : 
., % 
d iebBt i ca  y l f p  i cbs cfc m i b ~ d r  ias normal es y ,~vP&evarqa, 
% 
I - 
I. , . 
:( ., -.- ,:* e l  andl i s i s  de 10s fosfal $pi&& de fas  mitoco 
p ' -.,: 
I 
. , 
- dlacas de ra taa  con sstrep~ot6tacina, ,. . etc.  L 
r'. . I 
'!dad da l a repres i6n de l a  acfividsd HBD c a r d l  
, e n  sembios' en l a  u l t r a e s i r u c t u r a  do menbrana. 
- 
, -, " 
pos ic idn I i p l d i c a  es &I& una hipb*esis y r e q ~ I ~ ~ ' s w  ye- 1. * + , 
r i f , i cac ibn exper imentai . . a, r:rz 
p ,  I *.; '--$A &,  . 
=L!l Tomando en ouenta 1 e . - ~ r c  ibn h i d r o f  f l i ca cs@? -at. bdmpo- , .
' L I L  
r e n t @  p ro te  i co ds l e e&,ini we cont iene grupori& f t  ieos  ' 
I - '  . , 
.ll$;%are l a  cat81 i s  is ,  pop ~ J m p l o  g j ~ u p s  ion i zabl a$& - - . .  :@$i.- , e 
1 , I '-t ica en diabetes con porilhlss a l te rsc iones  de f q ~ ~ p p g c u -  
. . 
I ,  Wpos func ionales. I O )  En .kl p.rim&r caso se detemJ;eb - c Ia 
. .a 
velocidad i n i c i a l  de t*&~;cli:ibn en funci6n del pW:&.iac -:!- -. 
muestras de r a t a s  d i  a W , b  y nsmtal es. .En 14 &,&4 .. : ..'- aci6n 
de 10s grupos f u n ~  i ~ n e l ~ ~  as svi'dsncic$ uns ron@fpesl e- 
4 
. A  
.:$la m t r a  pH 7,s y 8,s (wr eigura Y l  l)que .ind3\& / .  un cm--;  
I 
.;--part ism i ento dc i do b-e i $4~-e i co de l as .dos 'en;l<~vgar que 
..\V~ 
pas pol  ares que con t r  ib&&m a I a confortnac idn CDt iva  o que 
a ,  
. d 
I 102 I C 
, 
I ,I ;-',% 
8 - I . . ,  >-, I - 
-_ +,. 
.xisturrc: i a  (Ja po r y l o s  c la&icos on-* cads- 
,- 
na po I ipept ld'ice de HBD' d&k~ret6n da b v i n o  (htettsat y 
Hammes, 1973) elgunos & $ im invol ucrados en l a  a c t i v i -  
dad cata l lt i ce. W i sa y kt& thgw reRa l aron en I 
P 
enz ima en rn itocondr i as '&+kG;a&s se inact i va  en 
I I 
I con 1 a pos i b i l i dad $s ~ @ & ~ ~ r a r  la  act i v i  dad i c t  . . 
con g lu ta t  ion, BAL o c i s t  Jna, an conbinscidn ~ 6 a - g ~ ~  y ;I 
--;; 
. I  
" g . J  
I '  
L s. 
. . . , .\" .., 
sustrato. . -:.32- 
I ,-:- - , \+ t . '  Los m6Codos u t  i I i zar&~&. mr d i femntes  Qrup 
bajo en l a  sol ubi I i z a ~ i b t r  $* FpaceTonamiento & * 
ma, a s a b e ~ :  a)a pe r t  ir d&- fprs&n da bov ino, 
ur1.(1963) con colato y -&ulf.to cb ayonio, y b) i&i 
hfgado de rata, por ~ o t % e * b  l(1957) con i u i f a t o i T E ; ~ h i o  ' .  
-.-l 
. 
y a el evado pH an presencip da #AD, seperaron uq#ehsar  i -  
. e - . - -  - 
-.-';ad . 
ma dspendiente de reaotivop d. biol y de lcci$rfl$$ in otro 
'4 
caw, c )  por digest i& de i.@ andas  de c o r e d n  *hv i i ro  .. 
.'<' . . , 
n fos fo l  ipaaa A 2  (~laioohrr y cpl . 1966) ei,sf&ijigt. un-pro- . 
) .  , 
ducto i ndepdnd i ante de p~a#o&orss de su 1 fh i dr i lo,.cVaro sn 
una pu r i f i cec i6n  posteriopi d),Boek y ' F l c  
cuentran que el d i t io te ie@of  sprr t equ is i t o  pa 
d de l a enr ima. . 
Nue'stras m itocondr i a&: f ~ a p s n t a d a s  pmpa 
I perones de re tas diabbt im; tisnan une act ivids+.$&sidlCi- :- , ..I r*;< - ca menor que l as de r a t a s  -d i .bBt i cas, i n d e p e i t ~ & q w n -  
.-A,2 - 
t e  de un efacto sobre tea & iols. del s i t i o  ca ta l& rk i  l a  
. cistefnf i  no r e v i d i d  e l  &$f ie i t .  La inc lus i6n.d 
.L L 
50 mM i n  'la rnezcla de r*MbibH M estinrul6 l a  v 
dsob idrosenasa tanto= da I ) $  nueoh~a normal o d i q j > e s ,  y 
.- . 
Jio de ~ a t a  no hay grup~a  % iel func ionales + fbtss  de . 
', 
. $4- 
ox i darse, o s i ssat;os g ~ w ~ ~  SB ssnauentran a e n m  >&ems . . i bI es - 
y por su inc l  us idn en Is .m@hbna~e 1s enziina ad& una. aon- 
- I <  : I 
- . . 
I 03 
I 1  - I  < ' .  1 -* 4 -:+Tg. G .  - .  #j -.q: ', 
. . e&e  comport en^ ienCp pu&&'+~ - .  a conmcusnqia da. a uni6n 
2."-, I. 1 
apoproto fne-$osfo l i p  i.&.'3+jvl @al)el Yp~o tec to r f '  ddr la  ester 
. L 
- .  
a cargo da su n~isma cq&+irns, e l  NAD, que se une seg6n 
Wise y LehninOei (1962) & ~ f a & ~ e 3 f l t e  ..I a t r eves  de un t i o l  
o "cubr iendo" a1 grupo .l $H-*sencia1 .-d , pars su act ividad. ' .. 
-1 Latruf fe y ~auden&'($9?4) admiten l e p a r t  i e ipsc i6nm 
d i rec ta  del grupo SH +n I r  ~lcrkion .de. Ia enzima con el NAD,'y 
' ri 
reac t  ivos gue forman urri$abe .errtables con t i o l  es. como e l  
ethacrynato, N-et i Imal e i&&. (NEI) Q 4c ;do d it ian j t roben- 
' \ zo ico (DTNB) ss conporfe~ddpmg inh i b i d o r e s  oow5.t ivos 
I , * Ill +<' : ;::-..:I Idel NAD. , , . , , I . .  - 
I '  ' [4'lJi LEI prepsrac idn ant ir+ i.ca papi l a medi d. .de-. l as cons- 
,rt* A-  
€antes c i n 6 t  icas do Is e&itive cepdlaca esteba oanst i t u f d a  . 
por l as membranss m i t ocomh  i a l  ~ Y B  r o t a s  acompeRacks de l os 
4 m -  8 
componentes de mat r i z  tqyq'.no w frscoionaron & * ~ s  d e l i  
, - 
I '  
consel am iento de l a  f r a w i b n  sepopads a 7700 xg,; y e l  MAD 
i: 
end6gen0, eri su equ i l  ibrio tigads-1 ibre,tiene I s  p o s i b i l  i - .  - 
ded & mantener l a  un vjene s l a  enzine de su ,,, 
+: = a n  ' 2 '  7 -  - ~,c-*.:,' ' , 
inact ivaci6n. , , .  q n  - 7 8  4 . q m -  - 
. .- 3 .  *? 
v - ! -~  ,-' :,pqrBmetros c i n6tie+,dr l a HOD cardfaca da rmtas  d i a- 
b6tiras: Las constantes &j dioociaci6o del complejo bina- 
r i o  (Enz-NAD) en r u e ~ t r s s  fo.tigos y diab6ticss .on dal 
- m i s m o  orden: 1,19 y lr41 4.9 cvel indica qus l a  aO.tabil i-  
. . 
, 
dad del cornpldjo que fame l a  coerizirna con estas doe ppe- 
- 11 -1 I? ,
3 r paraciones es CWQ ya se co1nent6 p r e ~ d e n t e -  
mente que 10s grupoe poi o SH del s i t  i o  act  ivo t ienen 
s i m  i I ar  efect iv idad en atrib~rs rnroes-kres, y go incidiendo:.con . 
6' 
el hecho do que las .esrv&lsptss dts disoc iac idn deC NAD, no 
3 
var fa  s ign if i c a t  ivemerP.ew -par bFeeCo de l a est rsptozetoc i -  
. - 
que ' i nteev ienen . en I a bgjba.$6n o so t  i vec idn d. h,c i  s u s t r a -  
ns, podemos imeginar qqe #o* rasiduos da lo. .a@ jrmdpidos . 
t o s  no han sido afecterd6's por crambioa irsuportanfrs. 
, . I  . 
Por Atpa ~ a r t e  dcrnostpm~r  &e 1 d eDr i ma de rPM) d i abet i cs 
, - 
. . 
I I - 7 .  
1: ,: ::- 
. A < , ! . > .  
. . 
r.Ct<lu i ore 2.6 v&&t& m a w  .-q& 1 u de 
' 
-& 7 
mitad de su Vh(6x- Esto.  I di farencias cuaf i ta -  
t i vas de 11Bv on l as cv&6t$s8 qua no deecarte l a poe i b i  l i dad 
de ca~nb ios cuant itst i&+ $ perace o f e d s ~  l a hsbi t idad de 
un i rse a l NAD de una m & . i b ~ ~  qur hi&a el momenta . no . ha s f - 
I .  i 
~? 8 do acl arada. 
- 
'" _ I  La "afinidad" - .  ou austrato 3-HBpape- 
ce que no se rnadifica era. f.4 < -  snoimil , de r a t e  d i sb4j~ica, y l as 
la. velocidadss n8ximes + &&igos y diabet icos de mado 
I 
t a t  sue se requ iore uns dsirh-wndrcrci6n de 3-HB 35% menor en 
loe diabet icos para 1 legg&+,..ls ... a i t a d  de su Vyex, siendo : 
esta 'hiex a su vet 35% qur l a  ds l a s  r e t n r ' t e s t i w r .  
Se pueden mehciona~ sapiss difwsntes can- deitos papa 
e l  anel i s is  c in4 t ico  d<t snrilaa estudiada en t e j i d o  
hep& ico de  r a t e  o cardfa-. &s reta y bovino (et h f g a h  de ' 
. 
bovino no contiene aot,{vi&dHBD ~ i ~ n i f i c e t i v o ) :  
(a) datos prop ios, de la ,&obl a X l  ,en m itocondr iqqpirgeJad+=- 
. I .  , 
,4%. (b) Tucker y Dawson ( t3891 en pait  fcul ns s u b m i ~ n d r i e l  es. 
, . - 
4 . ,n (c) Nielsen y coI.(1~$$,.;. ' - . i: 
4" 
(d )  L.atruf fe  y ~wdanep- . ($b~d)  ?I l# I . . 
t*; . 
,.,,_ 
(e) ~ i d a l '  y COI *(l97?'&& -, . ., 88 C I .  
- 
:I Los Ky de l a  ABO hi&k&i& B : da lss miemas r a * s  u t i l i z e -  
das an nuestro eskudie '&qi?;\d. ~ r i l a a  pepdfafe, m&Bn Vidal . 
"5% . 
co I. son I os qus mds. dkn e enueetwe i.d+#taslos, y . 
-p&e el NAD en l a pre&~eci6n de co inciden en una cone, , . 
,i r r  
ra tas diebet ices que aq$-% 6 ' l a  .de 10s. tist igos. 
. , '  L 
Por l as cond i c ion* qi,Q~en~ts:s d  l o r  ensay*@, prepa- 
2.:: -, 
raci6n de una muastra & , *xime - s.diva, C e j  ido. aninales y 
e(ln cepas d i  s t  i ntas que- , p&i . ticiparon en cadq esrtuklio, no ' 
es sorprendents l a  diva&if.irracjbn en I Q S  datos aitedos ' 
ya qua cada ser is  de d&q ogbpadponde estrictanrnte a l a  
muestra y condiciones w.4ti.Nzadas en las medi&s-ah l a  ve - 
.: 4, 
.>-I 
1ocidad.de reacci6n. La p&talna ective qua conrtituye 
1 i P,f -'5 
nuestra enzima HGD cardlr@sr diP5ar.e de l a  ds otms labo- 
Y F:. r a t o r i os  en qus a) no is thmpiapon lasmi tgcondr ias-con 
ul-trasonido, b.) no se c.r&$ifug,ron despuBs da l a  rup- 
:-.. 
. I 
. , tura, es decir,  conserva Eoa wmtponentes o r ig ing les  en l e  
mitocondr i a  entera y cenFqpm wr madio de ineubpeidn pap- 
t icul  ar quo da l uger a_un& valocidac! de rescc idn p a r t  icu-. 
l ar; y podemos menc i a n s ~  que N iel sen y col . ( 1973) demos - 
t r a ron  que la  concentracisn do s.1 ee modiQlca la vel oc idad 
enrirndtica e i n c i d e e n + f  vataydel K de estamzirna de M 
- . modo que es vdl ido e l  a&#! l e i s  Q nuervtros rg&lfados com- 
parat ivos entre ratas. ~ ~ I ~ * P I , B E ~ ~ S  can estreptozotosina y las 
3; " :, no i nyectadas, en ensayorr pars1 elm. 
. 7. 
.i\ ; 
, es 0,548 mM y 0,360 mt4. w ~ ' a l  y di ab6t i ca, perpact i vacnen- 
.I . te,valores que superan c p 8 r r m .  le concentraci&.rt normal de 
*rdr -:: 
-. 
3-HB en pi asma: 0,17 mf4 -.~gbn:Haro~.m y col . ( 19721, pop lo 
tanto l a ve 1 oc i dad de peaem i~bn crec&~B junto con:'-,C:gt coneen- ' 
t r ac i4n  de sustrato que: ~ t e v a  sn t as raFt 
L .: diabetes 
. % '  
de acuerdo con I a scver / ,41  L de l a cstosis ( a .Oe@.a$4 en 
.-& 
diabetes s i n  cetos i s t=i n(lt . i p ~ f e t  inco a fop .mi*& awtores) = 
. , 
Torrando 'la antrade y & g & 1 d ~ i 6 n  F.i . i n O r a c e l r i l $ r r T ~ ' ~  
DcspuBs ds d i scut ipr.f,ro urrsctarlsyt icaq &-$a enz i m a  
, . 
- 4  
; 
- - 
*. . 
t i c o  persisto Q I  SU papeF:-?i c. i~ i016- 
gico y su I rana intcrna, suges- 
t i va de una i ntcrconoaa;j&j:bn 14 eadcne de t rensporte de 
" I  cctroncs. 1)ssdc cl punt&.do~vis.ta Je su ut i l izacibn loa 
' I -  
cuerpos cetdn i cos p r e s i & - ~ .  une ser i a de cua l i dadear en t o -  
- + #  
doe 10s mamlferos stdttn&w,~aq M l os encuentra en. 1 a c ir- 
.;= c u l a c i n  en concantracJpqw &.a$& y .pueden ser flcilmente' 
tr tranaportad,os pop I a 8 ~ ~ 1 1 1 ;  y'  *tpaveesr rnstnbranas cel u 1 e- 
- .L . F. _. 
res, su consumo provee u* fu6nta adicional de ewpsfa qua 
,-+? 7 
reduce 1 a demands de gl umss. I a nesos i dad de '1.~>$4t)( uconeo- 
lh . . 
- ,:tii~; 
12 
- -  gBnesis y por l o  tanto de ; degpadacibn pro0siu~;~atpmo nu- 
. I :sx - : -I  
. tr iente a l  t a rns t  ivo dtr I &we. deberla sas&i&& e l  h.. - I 
: 3 consumo de betalridroxibuti;pdh an e l  d iab6t ic .  'tanto co- 
@Q su correspondiente ccrtode;do, paw esa e x p e ~ ~ ~ v a  pa- 
u.." 
. . ?P5 ,+ 
'hkd impedidi p ~ r  e l  b ~ c ~ ~ o ~ ' - ~ & p c i a l .  de l a  e n r & 8 V ~ e o ~ -  4 --,.-&: .+. % c 
1 - 
. r ,  b, -  . : rp, -=. * 
conversora. - -  .: .: g:,i 
. I . . . ' 
a i- q% $4 * 
1 r I ncorp'orac i6n d e  a mitocondr i a r  .cb .stas. 
1; dl abet ices: Nuestras expa@i?no ios con ra tes  t ra tbdss con 
- estreptozotoc i na I o g ~ a r w t  'demasrt;rar que ex i sten jmpedimen- 
tas para el desarrol lo mmaf ade, l a  s fn tes i s  prateica " i n .  
v i t roO*,  l a s  ntitocondriqs de ~orz.qs&n de rata dieM.tica in- 
1.4 
. corporaron I eucina-C a una veiocidad 40% msnor :que far, 
i ' 
- .  
-*;2.., , . 
w y  nitocondr ias a i s lada i  dq rfbtsa 'normales. Este efecto de l a  
t - '  . -. I, ,. , I -  L .* - +.2. ,~ ,2y3.  +e en t e j i d o  -cardfa&, se':vorific6 a 7 dfas de inyects~ ta . ! I  7, > / , A l  - - *"4C* ; < ' 
droga y es I lomativo ~ u d  se oompensa en par ta  
rrir 4 selnanes dsl inicio-dja. l a  diabetes. $ . 
, 
- Datos de ot ros  i a k k r  iota 'ind4 caban q 
XI - 
dad de incorporaci6n crs$$@r diem i.nulds en l a .  .if;ir*-ndr ias 
5 8 ,  ' , >  I a is l  adas de rndsculo acrgyii$tE&$i&,paro no. de hlg*, y tanto * - 
en ra tas  'cratadas con qPQ13rr~ (~6cket y ~eat.tie&-lp75) c o w  
+ ,;4 ! $1 con estreptozotoc i na ( f66 mi'smsz y Favel u k e s  y-?-! . 1973), TI , 
cuenQ pasaron entre 5 yt.l@B #+as de inyecCsr at  diabet6geno 1 -?Iayq " .  . .* I I -  , 4 
I '  
- .',* A 
. .". LI iiikA&&A-;, 
;;G;;-'. j ' . 
. estreptozotoc i na,. que ' n ~  h b l a  s ido medi do I~as ta  el presen- 
',?> , , 
t * - I '  . ' ,  
> < - '  l!';Lpf&j . .: -.. -, 2 3 . 
I f  >;10w 
.e i ndepend i entomontc d$%7$pits,a;do. / ,. 6~ cieC6s ice. i b l  ~ S 3 d  , .  
4 5. ,7,$ 
Favol ukes y col . m$klgirJotyn l a  incorpurooidn de l eu -  .$ 
* - I, . I. 
. . 
tros conseguirnoi revardir;$rr&almcnta C - .  el cfe~*,.~*,'.ts - ,5 . .  , tiis* , L- 
trepkxcotoc ina a n  m itoc&@isq ds m iocardio al l ongar . Y  
. \  . . 
el tratanl iento i n s u l  fn i&  i.&p~.nt& 96 hopas. 
. .,. ._ - .  
t-. . _. > 
La s f n t e s i s  protaiic* *in vitro", con rnitd&mhias .--. 
- 
- , 
a is ladas  e intactas, e) d&~sn&iante de las praf&$&s*sin- 
b 
t e t  i zadas e n  l a f racc idn tp icmrnrnai p~esentas f *momen- 
to del a is1 am iento gubcsl;lb~ y sue se ensanbfdi#$m una 
re1 ac idn estequ ion4tr ioa 4o'n l as p m t e  f nas necf@tas; s i 
se sornete la ra ta  e un debykil  ibcio hormonal, '& nuestro 
. I  
caso at var iar  la  i n s u l ~ n ~ ~ i 4 ; c r t  oontenido **aspro- . 
,l_i?. 
t e f n a s  aster8 aujeta s i r  P i  ua*wac iones p~ap.li&2&: dal s ia- $ - tenla citoplasm4tico de sffi.t;e~~.ia preteica y pue& B su 'vez  
I amp1 if icar o dapr i m  ir 19 % PBIPUW*~ m i t o w n d r  i a i .  Es amp1 ia- 
ntente conocido quo la dtahatee de 1.a r a t a  deprime 1 a vefo- - 
I - cidad de l a traducci6n aeb4t ica en el h fsado y el m6sculo 
1 ;  , , 
I ;r esquel4tico ( P i l k i s  y Ko~nar, 1971; Wool y ccl.,  1968; . "-a : .:d 
Pa i n ,  1973; Clba i n  y  end+&, 1913; bienchester y b u n g ,  1960) 
, g b  I' -& y q u e  l a i n s u  l i na rcstab($e* rap i demente l a sc0 i-vi dad (Man-.- ;z 
c l~os te r  y Young, IgG4.). $sttrad;aron bloqueos em varios ' 
untos del rnecan isnlo de $rweois, cornenzondo cob l'a capta- ' 
-.$? dependientes de su efs@oirobre el Cransporte d6 amino4eio tlr. i.3
.-. 9 
6s. a n i ve l de l'ar a. iq&(lb i ' l - t & ~  o i n tetasa hepdt i ce ( ?vy-!j~, 
e l perf  i l de pol  ir i bo&q&q.an grad i ente de sacarpaa en l os I :, - 
- 1- . 1 4.- 
,j!g.;n an imal es con 2 dfas da. &&@t&s , ,-. wr aloxano (Rannel s y col  . 
1 I 
. 1970) o 7 dfas de d iabsf@& con e ~ t r e p f o z o t o c i n a  ( 1  os'm i s m s  
: 1 %  
.y Chain y Sender, 1973].-,.$j:yt.a -. > i nh rmac ibn  i n d i ~ . q u e  n 'Ios 
: ;. animales d iaMCjcos I s  a,+cisci#n en pol irribom~. y sq . 
. -.:q 
' y+c t  i v idad &t6  p ro tek i  d. & &a&n per0 no en &swl o eb- 
quel6t  ico; pr  odra pb;*e,, 4~ prsrsencia de insul ina en e l  
a -  ' 
medio de p e ~ f u s i 6 n  do1 .+eqdn de animalas no &#&g%icos 
+ r  -> 7 
*st inu l  d l a vel oc ided 'da.-incorporsc ibn de em 
' 1 -m 
. a  - - 
- - {i- > "A 
. + '  -.,.y, . J 
insul  ina, impo cia con nOscula e$r(ub?bt ico, 
4 .  .& 
no se modi f ica l a  velo&df@,d&lo.rnarcacidn isois6plca n i  
.Fg; ' ,-, 
d i act  i vos a sus prot . , 
Manchester, 1962) ; " ,' I - . :# . , I 4 i + + p  
I *  ' . *, 
. 4 
Como l a ve loc i  dad d+ la sfnkesio m i tocondk ipk  obedeoe 
, 
-9. w 
a protefnaa regut adarar - d . l  qifopt asma ( I bpahid&a-l., 
. 
1973) podr fa adal antarss gfue en m itocondr i as 
ra-tas d iabkt  icas se mamtaxqrjepa inalkerada tat 
-. , 
l o c i  dad de sus correspmditnfes a d  i v i  dadas mi*sl - ea y 
que aulnentara en 1 as re$&& m@~nael4es t ra tadas  
.* 
La pr imera suposici6n no'- cumpli5, evidanci  
, re1 aci6n ent re  10s dos s!@ernas no es t a n  d i r  
7 .  
- ., - 4 -  
destacar qua se habf s obsarwrdo a! sacr if i car  ~#-~pites dek- . 
>cLa-a - . 
.-.--. 
* . ,  8. 
I . . pues de 7 dlas  dk e&re&;t..aukooina que sus cop 
mas pcqueilos clue 10s -dC:iQs .L . ( ~ )n tpo~os ;  el pew 
. 
6rgano y l a vs l  oc idad 4p rdroaoian - .  m i tocondr ia tso, ,  l auci-  
14- na- C en 10s pismos anim.kleq, dieminuyercm b r u m m e n t e  I a 
pr imer sernena y se recugqqt'on parc i~ lmen$e s los 30 dlas, 1 - 1 
pero l a var i ac idn de kame&q 89 :l os corazones de nueseroa . ' . . 1 
enirnalescontradice i s M F n l l @ c ' i 6 n d e C h a i n y S e n d a r d e q u e . '  I 
en sus. r a t a s  ns 0baiw,aim6 akwf ia  deI coraz6n. 
- .  
f -  E l  ert fmulo quc e&&a i s  i n su l i na  ~obre t ~ . l n t e s i s  - .  
prate i ca c i top1 asm6t icat--&#t m iocardio es ~enwaC f @ado, con. 
e l  evades n i ve l  es en to+s,:, t 
4.. + 
;> :<. 
. . 
- .? 4 1 P .  
. .? -4. - 
a l F v  ] d  - u-1; * I  
se detectoron opl dsmicas por o l  sc t ro fo -  
. !'. 
1 
r e s i s  en gel ( ~ u r i h a r a  ~ ~ ~ o l ,  1968) y de l a s  pro te lnas de . , 
m i o f  i b r  i l l as (Sender y G h p 4  ick, 1973) dando a entender l a 
inespec i f ic idad Jet efecku'insul5nico. Abn cuando en cora- ! 
; 
r6n de d iab6t icos no sa: dearostraron def i c i enc ias  s i g n i f i c a -  
t i v a s  del rendimiento de i s  s f n t e s i s  p ro te i ca  ribosomal, no 
podemos descsrtar l a posi  b i  I idad de 'a1 guna p ro te  tna modul a- I 
dora que act6a en concentraciones mfnimas cuya va ,~ iac i6n  
cuant i t a t  i va no I~aya  si& .detectada. 
Un estudio discriminado de f a  s f n t e s i s  p ro te i ca  m i -  
tocondr i al  en diabetes, que proceda a1 fraccionemiento de 
sus componentes i n t ~ a m  i tocondr iat  es, I a separac i6n de 10s - 
m i t o r r  ibosomas (Kalf  y Faust, 1.969) y componentss sol  ubles ' . 
( ~ r e c o  y col ., 1973) para seguir  por  etapas e l  ,pmceso pue- 
de acercarnos at conocim iento del da5o producida -par l a es- - 
I 
t reptozotoc ina y que da 1 ugar a1 importante dss~snso  de l a  
ve l oc i dad de i ncorporac idn que qued6 demostrado. 
4 
Las medidas para le las  de la  ac t i v i dad  r e s p i r e t o r i a  y 
fosfor  i l ante de estaa m i t o c o n d ~  ias  mostraban a l  ta ef i c  ien- 
c i a del mecan i smo conservsdor de energfa, descartsndo e l  
sun1 i n  i s t r o  de energSa. como I imi tante de l a  s f n t e s i s  proteia 
& - 
!=-I 
ca. Por o t r a  parte, l a% mitocondr ias cardtacas u t  i I izan ,una 
- .  
proporci6n fnifima de l a  energfa generada en e l  metab01 ismo . 
ox ida t i vo  con dest ino a l a  s f n t e s i s  prote ica,  y l a  depresi6n 
pasajera de l a  resp i rsc idn  a! segundo d l a  de diabetes no 
I: . A  puede cons i derarse responsabl e de l a menor vel  oeidad de in1 
i - 
L corporaci6n a 10s 7 dlas  de apl i ca r  l a  draga. 
- 
'- ha / 
En r a tas  con &f ic ie  de -hohonas h i po f  i s i a r i ab  pudimos 
- detsctar  tambien una t e n d e n ~ i a  a disrninu ir I a rrfocidsd de ' 
1- .?. -a>, 
L 
- incorporaci6n de 1 eucina radiact iva. Se raconeoe6. i k t e r a c i o -  
. . 
. . 
nes muy marcsdes en e l  bsl dnca end6cr ino det anicicll h i p o f  i- 
I 
sopr ivo con cambios p r  intar-ios y secundar ios  en .et metabo- 
de h id re tos  de carbno y protefnas, y l as 
: 1 
110 
.son sensibles a 1 a. regcujwibn h i p o f i s i a r  ia.. F s ~ s u k o s  y
co l . ( 1975) cons@atar& qub en l as rn i tocondr i as  de mbscu- 
l o csquel 6t ico l a incoj-poracidn do l euc i na es 37$ mcnor 
quc en l as de animales c u ~ t r o l  con operaci6n f ingida, po- 1 
s i b l  e cle revers idn por (opt icac i4n cle l ~o r i~~onas  cle crec irn i en- 
t o  y t i rox ina.  Desde 10s t raba jos  de T a t a  y cot, .en 1963' y 
1966, o de Primack y col .  (1971)  e l .es t fmu lo  observado 
f r e n t e  a l tratamm i ento #con hormona t i r o  i dea & h e  l as m i - 
tocondr ias: consumo de oxlgerto y s fn tes  i s  profeb.i3:h simul- 
-'f 
tdneainente, se prcsentan dots h i p s tes i s  que caw@epen a 
,A 
uno y o t r o  causa y e f i c t o ,  es dec i r  clue e l  est9Gfo h o m o -  
7 -, 
1 
nal sobra I n  s f n t e s i s  de'los compl e jos  resp i ra tb$ ios  produ- 
ce aumento de l a vel o c i  dad de t as ox i dac iones o' $n sent i- . 
do inverso, I n  es t  irnul acidn de l e resp i rac  i6n .@# segui- 
da de un aumento de 1 a sfntasis favorecida pop g f j l e y o r  
,$ d .  , 
n i ve l  de ATP que se pro8lce. En 10s exper imsnt&',&6n 1-as 
. .  
r a t a s  diabkt icas de 7 dtas, mbos fen6menos paheen descu- 
nectados en raz6n do que l as mieocondr ias  cardf&s que in- 
.. I 
. . . , . corporaban am inodcicb rad iac t  ivo a menor veloci&,# que bus 
I3 
r. t e s t  i gos, resp i raban y f o s f o r  i f aban con l a ef ie$e@~ia  nor- 
mal. 
c i6n  de leucina surge l a  cuest i6n de i d e n t i f i c a r  aquel las 
protefnas afectadas en su s f n t e s i s  por l a  I l i ps r  o ' h i p o i n -  
su l i ncrn i a. Mocks! y Beatt i e ( 1975) anal i raron e l  ee.trofor6- 
Frente a l a evidenc i a  de 1 a reducc i6n de l a  incorpora- 
t icsmente 10s nroductos de l a  incorooraci6n " i n  v i t ro " .  10s 
cua l es  t i enen correspondcnc i a con I as f rqcc iones marcadas 
%or l a incorporac idn de am inobc i.dos r a d  i a c t  ivos " i n  vivo" 
. ' !(!brahim y co1.,1973; Coote y Work, 1971) pero no se pre- 
sentaron d i fe renc ias  den l a  d i s t r i b u c i d n  de r a d i a c t i v i d a d  
en l a s  5 bendas que so separan de muestras diab6t icas y 
normal es. Dentro de nn nClmero r e s t r  i ng i do de productos m i -  
tocondr iales, on l o  que inic ialrncntc se l la1n6 "protefnas 
- 
- 
- 1 3  - . Iil I I 
. '* 
A 8 1. , 
4.1 a .  di, 
'I 
I F E  II ---@-,it 
I 
es t ruc tu ra l  es" pop .su -&funda asoc ~ G C  i6n con 1 ii est ruc tu-  
I I' 
r a  de ~nembrana, se ide* igieiitron vclr ios  componentes de esa ' 
fracc i6n cornpucsta por t ipoprotafnas quc corresponden a 
I ns  subun i dades dc ruayor kmailo y con 'mayor conten i do I i 
dico dde 10s compl e jos  snxisn,dt icos de metnbrana, cuyo d6f i -  . - 
c i t  o r i g i n a  membramas funcionalmente de f i c i en tes  del t ipo . 
de l as mutantes "pet it" de levaduras, por om i s i 6 n  da t rans-  
' ) .  
portadores .de I a cadena' r esp i ra to r  i a  (L innane y Hasl am, 
970 ) .  Se ident if icaron p&pt idos in tegrantes de l a  ATPasa, - 
citocromo oxidasa, c i tocrow,  b y une p ro te fna  ribosomal , 
pero clebemos ac larar  que en tog t r aba jos  c i tados  por Tza- 
goloff  y col . (1979) en una r e ~ i e n t e  rev is i6n,  se hace re-  
ferencia a levaduras, Neurospora crassa, o X.lasvis, pero 
es l i m  i tada l a  informacibn actuel sabre productos s i n t e t  i- 
zados en t e j i d o s  de animefes superiores o plantas, y no se 
excl  uye l a pos i b i l i dad de a l  gunas fracc iones anal i xadas que 
contengan protefnas no c&al t t  icas de mas d if i c i  l caracte- 
r i z a c i 6 n  y de funcidn no demostrada. 
L .  ; Una porc idn importante, 20 a 25% de 10s p6pCidos que 1.:-0 .  . . 
se s i n t e t  i zan se i ntogran sf compl e j o  de l a ci~oerorno - c
ox i dasa o c itocromo - aa3,' y para detorm inar l a  C* idad y 
,I ac t  i v  idad de es te  integrante de I s cadena de Crensporte ,de 
electrones se midi6 l a  ac t i v i dad  enzirndtica y e l  conteni- 
do de c itocromos por su eomponente p ros t6 t  i co . E l  c i tocro-  
mo aa se toma habitualmsnte como uno de 10s lndicss del 
-3 
funcionamiento de l a  s fn t i s is  pro te ica  rnitocondt.ial, y en 
l a s  mitocondrias cardfacas de r a tas  con estrepto.zotocina ' 
demostramos que no hay c~mbios cum* i t a t  ivos n i  funcioner- i 
l e s  por este tratamiento. 
La ac t i v idad  enzim4Cica se m i d i 6  en ra tas  a una y 4 
semanas de 1 a dosis y l o s  re$ul tados son consisfentss con . 
l a  observaci6n s i m u l t 6 n s ~  da 10s n i ve l ss  espect+qles a 605 
3 .  
nm en I'as fracciones mita&o&dpiales de corazdn & r a t a s '  
I .-q1q: I -  + F p . - - ' ; T C - g -  
, , 112 
;*g 6 ' 
cl i t i l ~ O t  i C O ~  y bust; i 90s. <;&,- 
. ' r  
Fn l as curvils de k c t r o s  d i fc rcnc i e l  as de absorc i 6 ~  
entre 500 y 630 ntn se e i o a r o n  l os p icos de m fn ima y m6xi- 
. 
ma a l as longitudes de onda qus .corresponden a l os c i t o -  
mos aa,, b, c y 2, y i&n a1 turas semajantes en muestras 
-3 -I 
d i abet icas y normal es. Lsrner y co1. ( 1972) estudiaron es- 
t o s  espectros en m itoconck ias hepet i cas y cardlacas do ra- 
. , 
t a s  tratadas con e l  o'xano; ' eri l a. hepat icas encontraron e l  
p ico be 605 nm del c itooroma aa dc intens idad menor que 
-3 
en l a preparaci6n test igo, m ienkras que en rn itocondr ias  
cardfacas todos 10s pi&@ son coincidentes. Baveris y col . 
11 969)  demostreron que no hay di ferenc ia  en el n ivd l  de 
I os citocromos (c  +c) ds mitocondrias hepat icas de ra tas  
-1 - 
pancreat ectom i zadas. 
Gasdncionos en que 1- transportadores de aiectrones, 
productos t l p  icos de l e e f n t w i s  intramitocondrial  , se en- 
contraron ' en una rol ac idn correcea y Qunc ionelmnte act  i - 
vos consideramos que la' disminwci6n en l a  incorporaci6n 
de leucina a l a s  mitooondrias aisladas de ra tas  con 7 dfss 
de diabetes no debe extrapolarse a l a  mitocondria en l a  
c6lu la  entera o en e l  te j ida  de e m s  animates. SR& descono- 
naturaleza del o de ios pdptidos cuya sfntesis  d e c r e e  
I 
como consecuenc i a  de I s estreptozotoc ina; e l  compl ejo del 
c itocron~o aa aparece cu.all i t a t  iva y cuant i t a t  ivamente i:norlL 
-3 
terado en coraz6n de rat$ as1 como l a funcidn rasp i re to r ia  
Y su control por l a concentracibn de ADP. 
. el 
ip ta  pare  l a llRD cardjaca en l a memb~clne 
ias de r a t a a  t ratadas no se present6 
sincrbnica con l a  de l a  s fn tes is  proteica, sim,,&opu6s $4 
var ias semanas; en atnbos se deetac6 e l  efekqca , w a s a d o r  de 
i n i u l  ina que no es inmedieto, y por tanto no pwrds coneide- 
3 
barse como una acc i6n dirccCs da insul ina b o b r ~ ~ l b r t o r  pro- 
cesos metabdl i cos m ~ ~ O G Q F ~ P  i a l e s  y hace pe.nsar sn Una man i -  
a .  
I 
I I I I -1 - 
festac idn secundar i a  dk ; ~ ~ e v i i a s  s l te rac  iones cel ul ares. 
E l  and1 i s i s  de lo.:rfectoa dc l a  estreptozotocina so- 
bre l e s  rn i tocondr i a r  ew&lnca. de r a t a  provee uns v i e i b n  
A 1:1; 
.! 3 sobrc deter111 i nadas func i~near de ostos organ0 i des extend i en- 
do l a i nforrnac i6n d i sp'on ibl e l~srete e l  rnomento sobre I as m i -  f: 
tocondrias h e p l t  icae aI t e j  ido cardtaco. L I  Pakrama eni.r- k., 
j en te  de este t r abe jo  seRela l a  astabil ided de la. funcio-  ]ti- 
nes v i t a l e s  para e l  m i t i b o l  ismi aerobio en e l  diab6- 
t icc, l a  ex is tenc ia  de csmbios sensibles en l a  inxima H6D 
6 .  
que puede l lever  a una msjor comprens i6n del ck-o en I ?  
. 
. * '  
u t i l  izac i6n del 3-HB, y la d i f i c u l t a d  de rea l  i&pplt3 a h - - -  
.* . * 
, .{ 
Ces i s  do pro te  inas a 1 a veloc idad normal. 
b. . 
. &/ 
i 
t r a t  ento de: r a tas  con estrepto zotoc ina no pro- '3 
- 
duce efectos s i g n i f i c a t i v o s  sobre l a  veloci'dad resp i -  1 
I r a t o r  i a de sus ~ni tocondr i a s  cardlacas p rov i s tas  de 
sustrato y AD13 en' exceso, y un leve descenso de l a  
I velocidad r e s p i r a t o r i a  en e l  estado 4. a l  oxidar tnala- 
I t o  en presencia de glutarnato y malonato. La e f  ic ien-  . c i a  de l a  f o s f o r i l a c i d n  ox ida t i va  medida como fndice I 
1- ADP:U es e s t a b l  e cusndo se oxidan diversos sustratos. . 
No se observan cambios du tarnaiio y forma de estas m i -  
- 
tocondr i a s  y sus crestas por acc i6n del diabet6gen0,. ' A  
2 - E l  malato, en presencia de glutamato y matonato, y e l  
ce t  g l  u tara to  se ev i denci aron como sustrat;os 6p t  i-- Q ma% m r a  l a  resp i rac idn de mitocondrias cardfacas de +; rl ra ta ,  que inducen a l t a  velocidad de consumo de oxfge- no es t  imulada pot- adic i6n de ADP. 
I 3 - E l  ef-ecto de estreptarotocina sobre l a  velocidad de l a reacc i6n cata l  izada por HBD cardlaca es l a  d i m  i- " 
I I nuc i6n del 50;; de su a c t  i v idad espec l f  i ca  en mitoqon- 
D dr i as conge I adas y en p a r t  i c u  l as subm i tocondr i a l  es, * que a1 canza su mayor expresi6n a 10s 30 dfas de inyec- 
t a r  l a  droga. 
4 - La depres i6n do 1 a act  i v i  dad desh i drogenasa no se r e -  I f l e j a  en l a  velocidad de consumo de.oxfgeno de l a s  mi- 
I tocondr ias de ra tas  diabBt icas con 3-HE, que se rea l  i- 
za a l a  misrna velocidad que l as  norrnales. 
I 5 - Oosis d i a r i a s  de insu l ina  permitcn l a  recuperacidn 
I pa rc ia l  de l a  ac t i v i dad  HBD con 15 dfas de tratarnien- to.. lguales dosis de l~ormona no modif ican l a  a c t i v i -  
I 
I 

norma I es. 
La  incorporoci6n " i n  v i t r o "  cle I e ~ c i n a - ' ~ ~  s p r o t a f -  
nas ni i tocondr i a l es  se rea l  iza a nienor veloc idad en 
mitocondrias aisladas de r a t a s  diab6t icas que en l a s  
de ra tes  t e s t  igos. La d i f e renc ia  es del 407; en re tas  
con diabetes de 7 dlas de duraci6n, pero de' menor 
magnitud y s i n  s i g n i f i c a n c i a  es tad f s t i ca  en l a s  de 30 
dfas. Paral e l  alnente a l a f l uctuac i6n do1 rend i m  iento 
de l a  s fn tes i s  p ro te ica  mi tocondr ia l  se produce d is -  
m inuc i6n del peso del coraz6n de 1 a rate,  m6s eviden- 
te a 7 dfas de estreptozotocina, respecto a patas no 
i nyectadas. 
E l  sistema de s fn tes i s  de prote lnas sensib le a c lo -  
ranfen ico l  es ckpendionte del sum i n  i s t r o  de energla 
para l a  formac i6n de un iones pcpt ld icas,  y se r e a l  i za 
en l a  niitoconclr i a  de n~iocard io  u t  i l izando e l  mecanis- 
mo conservador de l a  energfa dz oxidaci6n de3 malako 
con m A s  e f  i c i cnc ia  que mediante I a ad ic i6n de ATP cor 
o s i n  sistetns rcgenorador. La i n f l i b i c i6n  da l a  incor- 
porac i6n de l euc ine-I4c por  e f e d o  de es t rap to ro toc i -  
na se prescnka en mitocondrias cuya resp i rac idn  y fosa 
f o r  i l ac i6n se desarro I l a a l a tn i sma ve l oc i clad qite .en 
1 os contro l  es. 
La insul ina " i n  viva" es capaz de r e v e r t  ir ' totaimente 
e l  e-Fec-ko cle l a  es~rep tozo toc ina  estirnulando l a  velo- 
c idad cle Is incorporaci6n dc aminoSlcidos proportional- 
rnente a1 nb:;~ero do dosis apl icadas. . Las rn i2;ocondr i a s  
de ra'ias no cli sLGt i cas con ' t ra tam iento h o m n a l  aumen- 
taron i 9ual men-be l a r ad  i a c t  i v  i dac! i ncorporada. 
1 .  ! 1 '  t1  - - - 4 p  
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Se estud iaron l as consecuencias de l a inducc i6n  de l a 
d iabetes a l a r a t a  con dos i s  de e s t r e p t o r o t o c i n a  do 65 mg/Kg 
sobre determ i nadas ac t  i v  idades metab61 icas  de l aq m i tocon- 
dr  i as  cardfacas. 
Estas r e t a s  presentaron gl ucem i a  e l  evadai super i o r  a  
300 m9$ s i  se s a c r i f i c a r o n  despuds de 7 dfas, y mBs de 400 
mg$ despubs de 30 dfas  de l a  inyecc idn del diabet6geno. 
Pa r t  iendo de rnetodologfas apl icadas a o t r o s  t e j  idos o 
an irnal es se exper imentaron var  i o s  m6todos para  a i e l  a r  con 
a l t o  rendim ien to  m i tocondr  i a s  i n t a c t a s  de m i oca rd io  para 
que, incubadas en un rnedio adecuado, l lovaran a cab0 l a  o- 
x idac i6n  de un sus t ra to  con c o n t r o l  de l a  r e s p i ~ a c i 6 n  aco- 
p lado a l a  f o s f o r  i l acidn o x i d a t  iva. Las f racc iones  mitocon- 
d r i a l e s  obtenidas a l  t r a t a r  e l  mGsculo cardfaco con p r o t e i -  
nasa nagarsc eran representat  ivas de ese t e j i d o ,  con formas 
y tarnaiio que no evidenc iaron par  su observac idn ul t ram ic ros-  
cdpica e l  e fec to  de l a  es t rep tozo toc ina .  
bietabol i t o s  del c i c l a  de 10s Bcidos t r i c a r b o x t l  icos: 
ma1 ato (en presencia de gl utarnato y malonato) ,# c e t o ~ l u t a -  
ra to ,  succ ina to  (en presenc i a  de g l  utamato) eran lo. sus - 
t r a t o s  que inducfan a l t a  ve loc idad de consumo de axtgeno y 
I 
ns i b i  I idad a e s t  irnul ac i6n de esa ve loc  idad con ADP o de- 
-. 
f .. f $,,I antes, mayor que en caso de 10s s u s t r a t o s  p i r u v a t o  y 
betah id rox  i bu t  i r e t o .  
Se descr i b i e r o n  expsr imentos que r e f  I e jan  l a  e s t a b i  l i- 
dad de l a  func i6n  r e s p i r a t o r i a  en l a s  r a t a s  que r e c i b i e r o n .  
es t rep tozo toc ina  y su r e l a c i 6 n  temporal, midiendo l a  v e l o c i -  
dad de u t  i l izac i6n del oxfgeno, e l  fnd ice  de c o n t r o l  resp  i- 
r a t o r i o  y l a  r e l a c i d n  ADP:O. La ve loc idad de consumo de o x f -  
gene, en e l  estado 4 durante I s  ox idsc i6n de na l  s t o  (+gl uta- 
n ~ a t o  y ~aa l  onato) o p a r d &  ,~evcntento di sm inu lda 9 mitocondr i a  
cardlacas de ra tos  con, 3Q dfes de diabetes, s in  aan~bios en 1 
e l  cstado rempi ra tor io  3 6 en l a  r e l a c i b n  P:0, 
arogrdf ;car a t iempos cor tos  de 2, 4 y 7 dlas  
de diabetes, y a 10s 30 dfas & induc i r  l a  e n f m s d a d .  
La vel oc i dad de consumo de oxfgeno con el o k t r a t o  3-HP 
no ePa se1P.s ibl e a estrepterotoc ina como podr ta  mbpsrarse da- 
do que papal e l  amente se demst rb  que l a  ac t  i v i d d  especf f  ice 
HBD en l a membrana ere 50% me&r que en rat,ss *.+ratadas. 
La veloc idad de l a reacc ldn ca te l  izade por 1 e ~ t i b  cardlaca -1 . 
se s igu i6  espectrofotomdtr icgmente a 340 nm pop 1.a reducci6n 
de su coenrima NAD. E l  d6f i c i t  enrimtit ico se present6 en m i -  
tocondr ias card$acas con d i s t  i n tos  tratam ientos de permeabi- 
l izac i6n a1 NAD-NADH y en parefcules submitocondriales y se 
compar6 con e l  de l a ent  ima hepbt ice, ya recunocido por o t ros  
laborator  ios. So i r i tent6 f i t  revers i6n con insu! ina " in  vivo" 
l l egando a recuperar e l  80% de l a act  i v idad normal para l o  
cual r e q u i r i d  un trataniernfo de 15 dfas. Se estudi6 e l  efecs 
t o  de carnbios de pH, t & p e r a t u r a  y preoenc i a  do protec tores  
de t i o l  sobre l a  velocidad de reacci6n para detfsrminar cam- 
b ios  cual i t a t  ivos de la enzima cardfaca ds ratas con estrep- 
tozotoq ina, establ ec iendose qwe 10s grupos ion irables invo- 
lucrados en l a  ac t i v i dad  HBD t i enen  igual grado de ioniza- ' 
c idn en e l  caso d iabet ic@ y normal, y grupos qu@, in terv ienen 
en l a  catd l  i s i s  no son s~nsibles a l a  presencia de c is te lna;  
se mantuvo l a  d i ferencia de set i v idad  en 10s rangos ensaya- k 
dos de pH 6 a 9,s y de tsrnperaturas 6 a 36OC; l a  energfa de 
set  ivaci6n aparente que 4~e3 CBICU ' I~  no d i f e r l a  en ambas wues- 
t r a s  de mitocondrias. E l  ast;dio de l a $  propisdadas c i n 6 t  i i  
cas revel6 quo e l  K reqpacto a l  NAD exper iment*. un s a l t o  en M 
e l  case diabeSt ico y es 2,5 vecas mayor que en f$m test igos, 
. . 
hay menores d i fe renc ias  en el  K respecto e l  3-HB y en l a  M 
constante de disoc iac i6n (~nz-NAD) y estaa son tndices *ate- 
'I i rtl,bt icas .  No cl l  canzaron a dsf in i r s u  fa1 l as cn e l  corrtponcn- 
t c  de mcmbrana sal vo indicios en. exper irncntos a i s l  ~ d o s  que 
j u s t i f i c a n  un estudio m8s exhaustivo. 
Se demostr6 que l a eereptozotocina,  a 10s 7 o 30 dfas 
de inyectada, no t i e n e  acai6n sobre l a  a c t i v i d a d  'de l a s  s i -  
1 gu ientes enr imas de membrane interne: a) succinato desh idro- 
genesa, b) .NADH desh i drbgenasa, c) c itocromo oxidasa. 
a) Se m i d i 6 l a act  i v i ded en m i tocondr i as fpagwntedas cons i - 
derandol a proporc ional a l a  veloc idad succinatorMSF reducta- 
sa; resul  ta ron  igual es set ividedes espec l f  ices en m i tocondr i r  
de diabet icos y tas t igos.  b) para l a  medida de NADH desh idro- 
y e l  KM respecto a l  f e r r i c i snu ro  rrOn igual es en 
ambas muestras.. c) l a a ~ t i v i d a d  c itocromo ox idasa fu6 medide 
s igu iendo espectrofotorrt6tr icamente l a  oxidacidn aerobia de ciq 
tocromo - c reducido exdgeno y se' obtuvieron valoras iguales de 
ac t i v i dad  especff ica en d iab6t ic&s y tes t igos .  
En e l  caso de esta Gltima enzima, c i t o c r o w  o oxidasa, 
-L 
fu6 estudiada en su aspecto funcional y t m b i h n  c u a n t i t a t i v o  
a t r av6s  del espectro de absorci6n d i f e renc ia l  de su grupo 
p ros td t  ico en estado ox idado y reduc ido. Se reg  i a t r a ron  , I  os 
espectros d i ferenc i a l  es en 1s rons de 500 a 630 nn de f rac-  
ciones rni tocondrialas da corardn de r a t a  a 7 y $0 d las  de l a  
estreptozotocina y de rater s i n  . inyectar; l a s  cutvas eran si-  
*. 
I 
m i  tares en todos estos casds, ooinc id ieron l a  ubicaci6n y a l -  
t u r a  de 10s ~ i c o s  dc l a  bander* de cont r ibuc idn simultdnea 
de 10s citocromos aa b, cl y g; 
-3' -. - 
1 
m ' 
I I ' Se pus0 a punto e l  m45todo para l a  incorporaci6n " in  vr- 
a t  . 
t r o "  de l euc ina marcada e mitocondr ias  de rn6scu.l~ cardtaco, 
medida por 1 a rad iac t  i v idad  en pro te fnas prsci6[$&das en.  . 
t ; 
- 
i . I: TCA 5% y res is tan te  a l  eslentamiento a 8S°C,  adairptando t6c -  m,, n i c a r  sernejantes para n.i c ~ n d ~ i a o  sntcras de hlgsdD y de 
reciente aislarniento con un mcdio isot6nico que aportaba la 
, + * 
mezcla de aminodcidos, ionesK , Mg y fosfato, y se fija- 
ron l as condic iones dpt irnas para , I  e sfntesis .prate ica en 6s- 
tas m i tocondr i as, cuya vel ocidad se compar6 l uego con l a de 
f 
. ratas diab6ticas. La radiactividad medida en las protelnas 
b Y  
extrafdas con TCA correspondi6 excl us ivamente al sistema mi- 
tocondrial de formaci6n de uniones pept fdicas, c o ~ o  se demos- 
tr6 por la cinetica de .incorporacibn y la sensibil idad dife- 
renciada a 10s inhibidores ciclohcximida y cloranfenicol. Se 
demostr6 la dependencia dot proceso biosintOtico con el meca- 
nismo mitocondrial de conservacidn de energfa; el malato (en 
uni6n con glutamato) fu6 el sustrato, antre todos 10s ensaya- 
dos, que indujo la mayor velocidad de incorporaciQn. 
En ratas con 7 dlas de diabetes se observ6 que decse l a  
pad i act iv i dad i ncorporada, y recupera pare i a1 mente en !'as r%- 
tas con 30 dfas de diabetes, momento en que 1 a diferencia cor 
10s controles no alcanra significiancia estadlstice; se des- 
tacd una relaci6n cntre velocidad do la incorporacidn mito- 
condr ial de aminodcidos y el peso de 10s corazones de rates i 
tostigos y con 7 y 30 dfas de diabetes, 
Se concl uy6 que l a apl icac i6n de estreptazotoe ina a. 1 i 
rata did lugar a un cambio en la mitocondria ca~dfaca que no' 
afecta la actividad vital de respiraci6n y fosforileci6n, e 
involucra a una enrima de la membrana que interviane en el m e  
tabol ism0 de 10s cuerpos cat6nicos, la \tBD, y al p ~ c e s o  bio* 
s i nt6t i co dc prote f nas rn itocondr i al es, cuyos productos no fue- 
ron i dent if icados. 
